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1. RESUMEN:  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la 
congelación, pasteurización y administración. 
 
INTRODUCCIÓN: 
En las Unidades Neonatales y en los Bancos de Leche Materna, la leche se 
conserva congelada a una temperatura de -20ºC. Asimismo, en los Bancos de 
Leche, para garantizar la seguridad microbiológica de la leche materna donada, 
la leche se pasteurizada con el método Holder. Sin embargo, la evidencia 
científica relativa a la pérdida de calidad nutricional durante la congelación y la 
pasteurización Holder es muy escasa.  
Se ha observado una pérdida de grasa importante cuando se administra la 
leche materna en infusion continua. Asimismo se ha descrito que si la leche 
materna se homogeneiza, la pérdida de grasa es menor. Sería muy deseable 
conocer nuevos métodos eficaces de homogeneización que puedan ser 
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OBJETIVOS:  
El objetivo de la tres publicaciones que componen esta Tesis Doctoral fue 
evaluar el impacto de la congelación, pasteurización y administración en el 
contenido calórico y de macronutrientes de la leche materna. Se detallan los 
procesos evaluados en cada una de las 3 publicaciones principales:  
P1. Valorar el impacto de la congelación a -20º C durante 3 meses sobre la 
leche materna que no ha sido previamente pasteurizada. Evaluar si la forma de 
homogeneización de las muestras de leche materna influye en los resultados 
obtenidos.  
P2. Valorar el impacto de la pasteurización Holder y la posterior congelación de 
la leche pasteurizada a -20ºC durante un periodo de 6 meses.  
P3. Valorar el impacto de aplicar diferentes técnicas de homogeneización sobre 
la concentración de grasa y calorías de la leche materna cuando ésta es 




P1. Se recogieron 61 muestras de 35 ml de leche refrigerada. Cada muestra se 
dividió en 6 pares de alícuotas. Un par fue analizado el día 0 (leche fresca) y el 
resto fue congelado a -20ºC y analizado, tras 7, 15, 30, 60 y 90 días de 
conservación respectivamente. Para cada par de alícuotas, una de ellas se 
homogeneizó agitándose y a la otra se le aplicaron ultrasonidos.  
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P2. Se recogieron 34 muestras de leche materna congelada (-20ºC) donadas 
por 28 mujeres. Cada muestra fue descongelada y se recogió una alícuota para 
su análisis antes de ser pasteurizada. El resto de la muestra se pasteurizó 
según el método Holder  y se dividió en 8 alícuotas. Una de ellas fue analizada 
inmediatamente tras la pasteurización y el resto fue congelado a -20ºC . Su 
análisis se realizó tras 30, 60, 90,120,150 y 180 días de congelación.   
 P3. 16 muestras de leche previamente congelada a -20ºC, fueron 
descongeladas, homogeneizadas y separadas en 3 alícuotas (“Basal”, 
“Agitación” y “Ultrasonidos”). Todas las alícuotas fueron seguidamente 
congeladas a -20ºC durante 48 horas y descongeladas de nuevo. Para 
reproducir la práctica clínica, cada alícuota fue agitada 10 veces con un 
movimiento de balanceo en arco. Posteriormente, las alícuotas “Agitación “ y 
“Basal” fueron cargadas en una jeringa para su administración. A la alícuota 
“Ultrasonidos” se le aplicó una homogeneización con ultrasonidos antes de ser 
cargada en la jeringa. Las 3 jeringas fueron cargadas en una bomba de 
administración enteral y se aplicó un ritmo de 2 ml/hora durante 4 horas. A la hora, 
2 horas y 3 horas de administración, la alícuota “Agitación” fue desconectada de la 
bomba y agitada antes de continuar su administración. Se recogió una muestra 
horaria de leche para el análisis nutricional de cada una de las 3 alícuotas.  
En las tres publicaciones, se empleó el analizador de leche humana MIRIS® 
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RESULTADOS:  
P1. Observamos una disminución significativa y clínicamente relevante, tras 3 
meses de congelación, de la concentración de grasa y calorías empleando los 
dos métodos de homogeneización. La modificación de la concentración del 
nitrógeno total y lactosa fue de escasa magnitud e inconstante. La 
concentración de todos los macronutrients fue mayor cuando se empleó la 
homogeneización con ultrasonidos.  
P2. Observamos una diferencia significativa en la concentración de grasa de     
-0,17 (-0,29; -0,04) g/dL y calórica de -2,03 (-3,60; -0,46) g/dL tras la 
pasteurización Holder, lo que supuso una pérdida del 3,5% y del 2,8% 
respectivamente. Se observó una disminución significativa a lo largo del tiempo 
para la concentración de grasa, lactosa y contenido calórico. No se produjeron 
cambios significativos para el contenido de nitrógeno total.  Las diferencias 
medias entre el día 0 postpasteurización y el día 180 fueron de -0,13                 
(-0,21; -0,06) g/dL para la grasa, -0,08 (-0,13; -0,03) g/dL para la lactosa y          
-1,55 (-2,38; -0,71) kcal/dL para el contenido calórico. Los decrementos 
relativos fueron de 2,8%, 1,7% y 2,2%, respectivamente. En conjunto, 
considerando el impacto de la pasteurización y la congelación, observamos un 
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P3. Los 3 grupos de homogeneización mostraron concentraciones similares de 
grasa al inicio de la infusión. Con respecto a la grasa, la variación horaria 
media y su desviación estándar expresada (entre paréntesis) fueron de  
–0,03 (0,01), –0,09 (0,01) y –0,09 (0,01) g/dL  para los grupos “agitación 
horaria”, “agitación basal” y “ultrasonidos” respectivamente. El descenso fue 
menor de forma significativa para el grupo “agitación horaria”  (P < 0,001). 
 
CONCLUSIONES:  
P1. Tras tres meses de congelación a -20ºC, observamos un decremento 
clínicamente significativo de la concentración de grasa y calorías. Una correcta 
homogeneización de las muestras de leche materna es especialmente 
relevante para un adecuado análisis nutricional.  
P2. La pasteurización Holder disminuye la concentración de grasa y calorías de 
la leche materna. Tras 6 meses de congelación a -20ºC se observa un 
descenso, también significativo, de la concentración de grasa, lactosa y 
calorías.  
P3. Cuando la leche materna descongelada es infundida a un ritmo continuo 
con una bomba de alimentación enteral, se observa una menor pérdida de 
grasa cuando las jeringas que contienen la leche materna son agitadas cada 
hora que si son homogeneizadas con ultrasonidos antes de su infusión o no se 
aplica ninguna homogeneización adicional.  
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Impact on nutritional quality of human milk as a consequence of freezing 
storage, Holder pasteurization and continuous infusion in a feeding pump 
 
Background: In neonatal units and human milk banks freezing breastmilk at 
less than –20-C is the choice for preserving it. To guarantee the microbiological 
safety of donor milk, Holder pasteurization (heating at 62.5 ºC for 30 min and 
subsequent fast cooling) is the thermal processing most frequently used in milk 
banks. Scientific evidence in relation to the loss of nutritional quality as a 
consequence of freezing  and Holder pasteurization is rare.  
Substantial fat loss may occur during continuous feeding of human milk (HM). A 
decrease of fat loss has been described following homogenization. Well- 
established methods of homogenization of HM for routine use in the neonatal 
intensive-care unit (NICU) would be desirable. 
Objectives: 
P1. The main aim is determining the effect of freezing for 3 months on the 
content of fat, total nitrogen, lactose, and energy of raw milk. The secondary 
aim is to assess whether ultrasonic homogenization enables a more suitable 
nutritional analysis.  
P2. Studying the effect of Holder pasteurization and subsequent frozen storage 
(for 6 months) at -20º C after pasteurization on fat, total nitrogen, lactose, and 
energy content of breast milk. 
P3. Comparing the loss of fat and caloric content based on the use of 3 different 
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methods for homogenizing thawed HM during continuous feeding 
Methods:  
P1. Refrigerated breastmilk samples were collected. Each sample was divided 
into six pairs of aliquots. One pair was analyzed on day 0, and the remaining 
pairs were frozen and analyzed, one each at 7, 15, 30, 60, and 90 days later. 
For each pair, one aliquot was homogenized by stirring, and the other by 
applying ultrasound. Samples were analyzed with the HMA. 
P2. A total of 34 samples of frozen breast milk, donated by 28 women, 
were collected. Once thawed, an aliquot of each sample was analyzed before 
pasteurization; the remaining milk was pasteurized (Holder method) and 
split into 8 aliquots. One aliquot was analyzed after pasteurization and the 
remainder frozen at -20ºC and analyzed 30, 60, 90, 120, and 180 days later. 
For every aliquot, fat, total nitrogen, lactose, and energy content were 
determined using the device human Milk Analyzer. 
P3. Sixteen frozen donor HM samples were thawed, homogenized with 
ultrasound and separated into 3 aliquots (“baseline agitation,” “hourly agitation,” 
and “ultrasound”), and then frozen for 48 hours. Aliquots were thawed again 
and a baseline agitation was applied. Subsequently, aliquots baseline agitation 
and hourly agitation were drawn into a syringe, while ultrasound was applied to 
aliquot ultrasound before it was drawn into a syringe. The syringes were loaded 
into a pump (2mL/h; 4 hours). At hourly intervals the hourly agitation infusion 
was stopped, the syringe was disconnected and gently shaken. During infusion, 
samples from the 3 groups were collected hourly for analysis of fat and caloric 
content. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 




P1. By 3 months from freezing with the two homogenization methods, we 
observed a relevant and significant decline in the concentration of fat and 
energy content. The modification of total nitrogen and lactose was not constant 
and of lower magnitude. The absolute concentration of all macronutrients and 
calories was greater with ultrasonic homogenization. 
P2. We observed a significant reduction in fat (3,5%; -0,17 (-0,29; -0,04) g/dL) 
and energy content (2,8%; -2,03 (-3,60; -0,46) g/dL) after pasteurization. A 
significant decrease over time was observed for fat, lactose and energy content. 
No significant changes were observed for nitrogen content. 
Mean differences between day 0 postpasteurization and day 180 were -0,13 
(-0,21;-0,06) g/dL for fat,-0.08 (-0.13;-0.03) g/dL for lactose, and -1,55 
(-2,38; -0,71) kcal/dL for energy content. The relative decreases were 2,8%, 
1,7%, and 2,2%, respectively. Overall (postpasteurization and frozen storage), 
a 6,2% and 5% decrease were observed for fat and energy, respectively. 
P3. The 3 groups of homogenization showed similar fat content at the beginning 
of the infusion. For fat, mean (SD) hourly changes of –0,03 (0,01), –0,09 (0,01), 
and –0,09 (0,01) g/dL were observed for the hourly agitation, baseline agitation, 
and ultrasound groups, respectively. The decrease was smaller for the hourly 
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P1. After 3 months from freezing at –20-C, an important decrease in fat and 
caloric content is observed. Correct homogenization is fundamental for correct 
nutritional analysis. 
P2. Holder pasteurization decreased fat and energy content of human milk. 
Frozen storage at -20ºC of pasteurized milk significantly reduced fat, lactose, 
and energy content of human milk. 
P3. When thawed HM is continuously infused, a smaller fat loss is observed 
when syringes are agitated hourly versus when ultrasound or a baseline 
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2. INTRODUCCIÓN 
2.1 La leche materna 
La leche materna es el alimento idóneo para todo recién nacido. No sólo 
proporciona los nutrientes necesarios para su crecimiento, sino que contiene 
una serie de componentes con actividad biológica de gran importancia que no 
se encuentran en las fórmulas artificiales.  
Los macronutrientes (grasa, proteínas y lactosa) proporcionan el sustrato 
energético para el lactante. Además su función no es exclusivamente nutritiva 
ya que algunos de estos componentes cumplen funciones biológicas 
específicas.  
Así, la grasa de la leche materna, además de proporcionar entre el 45 y el 55% 
del aporte calórico diario, aporta ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga 
(conocidos como LC-PUFA ), y las vitaminas esenciales A, E, K y D. Los LC-
PUFA son elementos imprescindibles de las membranas celulares en el 
cerebro y retina, actúan como segundos mensajeros a nivel intracelular, 
modulan la transcripción génica y sirven como precursores de la síntesis de 
eicosanoides y docosanoides, que son potentes reguladores de los procesos 
inflamatorios (1). 
Los elementos bioactivos contenidos en la leche, han demostrado tener 
múltiples beneficios. Proporcionan protección frente a infecciones, tienen 
potencial inmunomodulador, antioxidante, favorecen la tolerancia digestiva, la 
homeostasis intestinal y la regulación del apetito entre otros efectos (2). 
La Organización Mundial de la Salud, la Academia Americana de Pediatría y el 
Comité de Lactancia de la Asociación Española de Pediatría (3-6) recomiendan 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 22	  
la lactancia materna exclusiva durante los primeros seis meses de vida y 
mantenerla hasta los dos años de vida junto con la introducción de la 
alimentación complementaria.  
Sus beneficios demostrados en la salud infantil son muy amplios, tanto a corto 
como largo plazo.  La alimentación con lactancia materna, frente a las fórmulas 
artificiales, protege frente a infecciones del tracto respiratorio superior e inferior, 
gastroenteritis y otitis media aguda. Disminuye la incidencia de asma, 
dermatitis atópica, enfermedad celiaca y enfermedad inflamatoria intestinal. 
Asimismo, el riesgo cardiovascular es más bajo, ya  que consigue un 
crecimiento más adecuado, disminuyendo la incidencia de obesidad y de 
diabetes. Permite un mejor desarrollo neurológico para aquellos bebés 
amamantados al menos tres meses. Protege frente al síndrome de muerte 
súbita del lactante y también hay datos que sugieren que protege frente a la 
leucemia y el linfoma (3,5).   
Si nos centramos en el recién nacido muy prematuro (edad gestacional menor 
de 32 semanas) o muy bajo peso (menor de 1500 gramos al nacimiento), se ha 
demostrado una menor incidencia y gravedad de enterocolitis necrosante. Esta 
es una enfermedad devastadora en esta población de recién nacidos,  con 
importante morbimortalidad asociada. También se ha referido una menor 
frecuencia de sepsis y retinopatía de la prematuridad. A largo plazo, mejora los 
resultados del neurodesarrollo y protege frente al síndrome metabólico; se han 
descrito menores cifras de tensión arterial y mejor patrón lipídico en la 
adolescencia de los niños amamantados (3).  
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Los trabajos que estudian el impacto de la lactancia natural se encuentran con 
una importante  limitación metodológica  ya que éticamente no se puede 
realizar una aleatorización de los niños para ver si reciben lactancia materna o 
fórmula (7). Por ello, la gran mayoría de los trabajos se limitan a estudios 
observacionales de cohortes, revisiones sistemáticas y metanálisis. La 
ausencia de ensayos clínicos dificulta la interpretación de las diferencias 
encontradas ya que bien pueden justificarse por la composición de la leche 
materna en sí o por el  hecho de que una mujer que decida amamantar o no a 
su hijo puede ser un marcador de actitudes diferentes hacia el niño, las cuales 
podrían influenciar el desarrollo de la descendencia. Estas dificultades 
metodológicas fueron resueltas por Kramer y colaboradores (8). Se trata de 
une estudio de intervención poblacional. Los  autores aleatorizaron las 
maternidades de Bielorrusia para recibir o no una intervención encaminada a la 
promoción de la lactancia materna. Las poblaciones que atendían los 
hospitales con o sin promoción eran idénticas en relación a los niveles 
educativos, económicos, estado de salud, edad materna y demás factores 
socioeconómicos. Con esta actividad consiguieron incrementar el número de 
madres lactantes y la duración de la lactancia materna de forma significativa en 
los hospitales en los que se realizó la tarea de promoción de la lactancia 
materna. Posteriormente compararon la evolución de los niños de los 
hospitales con promoción de lactancia (que se habían lactado con más 
frecuencia y durante más tiempo) frente a los niños nacidos en hospitales que 
no recibieron promoción de lactancia (menos frecuencia de lactancia y durante 
menos tiempo). Los autores demostraron que los niños de los hospitales que 
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recibieron promoción de lactancia materna y que por tanto se amamantaron 
con mayor frecuencia y durante más tiempo, tuvieron un riesgo disminuido para 
contraer infecciones gastrointestinales (OR: 0,6; IC: 0,4-0,9) y ezcema atópico 
(OR: 0,54; IC: 0,3-0,9) al año de vida  (9) así como un mejor desarrollo 
cognitivo a los 6 años y medio (10).   
Cuando no hay disponible leche de la propia madre, de nuevo, los máximos 
organismos internacionales dedicados a la salud de la población infantil, como 
la Organización Mundial de La Salud y UNICEF, así como las sociedades 
científicas pediátricas como la Asociación Americana de Pediatría y la 
Sociedad Europea Pediátrica de Gastroenterología, Hepatología y Nutrición 
(EPSHGAN) (3,11-12), recomiendan la alimentación con leche materna donada 
(LMD) por otras madres para niños muy prematuros o enfermos. Debido a la 
escasez del recurso de la leche donada, la misma va destinada principalmente 
a cubrir las necesidades de los recién nacidos muy prematuros  o enfermos 
hospitalizados.  El principal efecto beneficioso demostrado es su protección 
frente a la enterocolitis necrotizante (13). Favorece además una mejor 
tolerancia digestiva en el periodo neonatal y una menor incidencia de displasia 
broncopulmonar.  Otros efectos beneficiosos a largo plazo incluyen la 
protección frente al eczema atópico en poblaciones de riesgo y un mejor perfil 
cardiovascular (menores tensiones y mayores cifras de HDL (14). En los 
estudios de la leche donada frente a la fórmula sí se incluyen algunos ensayos 
clínicos ya que cuando no se dispone de leche de propia madre sí que los 
niños se han aleatorizado para recibir o leche donada o fórmula artificial (13,15) 
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En los últimos años, se han descrito nuevos elementos presentes en la leche 
materna con funciones biológicas muy diversas, lo que amplía enormemente la 
dimensión de los potenciales beneficios en la salud infantil. Así por ejemplo, se 
han aislado más de 100 tipos diferentes de oligosacáridos  en la leche materna 
que no se encuentran en la leche de vaca. Se ha demostrado que estos 
azúcares poseen un gran número de funciones beneficiosas. Son tróficos para 
el intestino, actúan como prebióticos, participan en la inmunomodulación y la 
defensa frente a agentes infecciosos y constituyen un sustrato clave para el 
crecimiento cerebral (16).  Por otro lado, la leche contiene abundantes células 
madre que in vitro son capaces de diferenciarse en las 3 láminas germinales.  
En modelos animales se ha demostrado como estas células atraviesan la 
barrera intestinal, pasan a la circulación sistémica y se  integran en otros 
órganos contribuyendo a la homeostasis y reparación o regeneración tisulares 
(17). Cabe citar los estudios de proteómica que muestran la presencia de más 
de 1000 tipos diferentes de proteínas en la leche materna, de muchas de las 
cuales no se conoce todavía su función (18-19).  Por último, se ha descrito 
recientemente que un complejo molecular, constituido de forma natural en la 
leche materna por la alfa-lactoalbúmina y el ácido oleico, muestra in vitro la 
capacidad de inducir la apoptosis selectiva de células tumorales (HAMLET-
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2.2 Procesamiento de la leche materna. 
La mayoría de los recién nacidos ingresados, por su inmadurez o enfermedad, 
no pueden ser alimentados directamente al pecho de su madre. La leche 
materna ha de ser extraída por las madres lactantes, conservada en frío para 
minimizar su contaminación bacteriana, descongelada, calentada y 
administrada generalmente a través de una sonda de alimentación.  
Además, para garantizar su seguridad microbiológica, la leche donada se 
somete a un tratamiento térmico denominado pasteurización Holder. En este 
tipo de tratamiento, se calienta la leche materna durante 30 minutos a una 
temperatura entre 62-63 º C  y se enfría de forma rápida a una temperatura 
menor de 4ºC. Este procedimiento elimina por completo la flora bacteriana 
saprófita y patológica, así como múltiples virus (21-30).  
Toda esta serie de procedimientos, a los que se somete la leche de madre 
propia y donada, podría afectar a los elementos nutricionales   y bioactivos  que 
contiene (31-32). 
Sin embargo, el conocimiento científico actual relativo al impacto de la 
conservación, procesamiento y administración en la composición de la leche 
materna es escaso. Prueba de ello es que existe una amplia heterogeneidad 
en el manejo de la leche en las Unidades Neonatales (33) y en los Bancos de 
Leche (34-43).  
La leche materna, es además de un alimento, un producto biológico y tanto en 
su procesamiento como en su conservación, al igual que ocurre con la 
donación de sangre, precisa de un manejo experto que garantice su seguridad 
y calidad certificada. En general con la leche donada se trabaja desde la 
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perspectiva de la seguridad. Se garantiza que la leche no sea vector de 
ninguna infección ni contenga tóxicos que puedan causar daños al recién 
nacido a corto o largo plazo. Sin embargo, si se integra el conocimiento de la 
tecnología de los alimentos, todos estos procedimientos deberían garantizar la 
calidad de la leche humana en términos de preservación de sus componentes, 
tanto nutricionales como bioactivos. Desde esta doble perspectiva de la 
seguridad y calidad se establecen los puntos críticos de procesamiento de la 
leche materna en las Unidades Neonatales y en los Bancos de Leche Humana 
(43). Sin embargo, en la actualidad,  las prácticas empleadas en el 
procesamiento de la leche materna han sido establecidas en base a la opinión 
de expertos, con muy poca información científica que avale las 
recomendaciones que han hecho. Si además se considera la enorme fragilidad 
de la población a la que va dirigida tanto la leche de madre propia como la 
donada (recién nacidos prematuros y enfermos), parece prioritario disponer de 
mayor conocimiento en torno a todos los aspectos del procesamiento de la 
leche materna para garantizar su seguridad y calidad.  
En los Bancos de Leche se pueden describir las siguientes etapas en el 
procesamiento de la leche: selección de donantes, extracción de leche, 
congelación y almacenamiento de la leche prepasteurización, selección de la 
leche antes de la pasteurización, pasteurización, congelación tras la 
pasteurización, descongelación de la leche humana y administración (Figura1). 
Para las Unidades Neonatales serían comunes los pasos de extracción, 
congelación y almacenamiento, descongelación y administración (Figura 2). 
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Figura 1. Diagrama de flujo de los procesos operativos del Banco de Leche Humana  
            del Hospital 12 de Octubre Aladina-MGU 
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   Figura 2.  Diagrama de flujo. Vía clínica del procesamiento de la leche materna del  
   Servicio de Neonatología del Hospital 12 de Octubre.	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2.3 Banco de Leche del 12 de Octubre e Investigación 
En el año 2001, los profesionales del Servicio de Neonatología del Hospital 12 
de Octubre comenzaron a trabajar en un proyecto que permitiera la apertura de 
un Banco de Leche en el  seno del propio Servicio de Neonatología. En el año 
2006 se  concedió financiación pública (convocatoria del Ministerio de Sanidad 
de Fondos de Cohesión en Salud Perinatal)  al proyecto de creación de un 
Banco de Leche humana para recién nacidos enfermos  en el Hospital 
Universitario 12 de Octubre. El Banco se inauguró el 17 de diciembre de 2007 y 
fue el segundo abierto en España y el  primero del país  integrado en un 
Servicio de Neonatología (42). Desde el primer trimestre de 2008 está 
funcionando a pleno rendimiento.  En 2014 se realizó una adaptación 
arquitectónica del Banco financiado por la Fundación Aladina para ampliar la 
actividad al ámbito regional de la Comunidad de Madrid (Figura 3). El 3 de junio 
fue inaugurado por la Consejería de Sanidad de la Comunidad Autónoma y 
actualmente se distribuye leche a otros tres centros hospitalarios públicos de la 
Comunidad que atienden a recién nacidos muy prematuros.  
Hasta diciembre de 2014, se han captado más de 900 donantes, se han 
recolectado una media de 800 litros de leche al año y se han beneficiado más 
de dos mil  recién nacidos. 
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Figura 3. Imagen del Banco de Leche Materna Hospital 12 de Octubre Aladina-MGU. Junio 2014 
 
El Banco de Leche obtuvo el 21 de octubre de 2010 la certificación del sistema 
de gestión de calidad de sus sistemas operativos según la norma ISO UNE-EN 
9001:2008 (44) y en noviembre de 2014 su certificación como Banco Regional.  
Desde su apertura, la investigación ha supuesto una línea estratégica en el 
Banco de Leche. Así, en la carta de servicios del Banco de Leche, figura como 
una de las actividades principales del mismo la participación en proyectos de 
investigación dentro del propio Servicio de Neonatología y multicéntricos.  
En diciembre de 2009 el Fondo de Investigación Sanitaria del Instituto Carlos III 
(FS09/00040) financió el proyecto “Seguridad y calidad de la leche humana 
donada en el ámbito clínico asistencial: estudio comparativo de las 
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recomendaciones internacionales sobre su procesamiento en un servicio de 
neonatología”.  
Con este proyecto se pretendía aportar información científica de calidad que 
ayudara a establecer recomendaciones que garantizaran la seguridad y calidad 
del procesamiento de la leche humana propia o donada en los puntos críticos. 
Asimismo, el Servicio de Neonatología del Hospital 12 de Octubre forma parte 
desde  su constitución de la Red de Investigación española en Salud Materno-
Infantil y del Desarrollo (SAMID) la cual está financiada por el Instituto de Salud 
Carlos III. Está constituida por 12 grupos de investigación acreditados y otros 
grupos afiliados colaboradores. El Servicio de Neonatología del Hospital 12 de 
Octubre constituye el grupo acreditado de investigación número 10. La 
investigación en lactancia materna constituye una de las líneas principales de 
investigación de este grupo.  
 
2.4 Seguridad de la leche materna 
En la selección de las donantes se prima la seguridad. Con respecto a la 
transmisión de infecciones existe un triple control: el cuestionario de salud que 
permite excluir a las mujeres con hábitos de riesgo; se realiza una 
determinación serológica frente al virus de la Hepatitis B, C, VIH, virus 
linfotrófico de células humanas y lúes y se excluyen todas las mujeres que 
fueran positivas para cualquiera de estas infecciones y por último toda la leche 
se pasteuriza. Sin embargo, respecto a las sustancias tóxicas legales o ilegales 
que puedan estar presentes en la leche donada, el único dato que se recoge es 
lo obtenido en el cuestionario de hábitos de vida. Estos cuestionarios tienen 
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como inconveniente su baja sensibilidad y que la sinceridad de las madres  
pueda estar influenciada negativamente por diversos factores como la falta de 
confianza hacia el personal sanitario, el temor a las consecuencias de admitir el 
consumo de drogas de abuso y la subestimación de la autopercepción del 
consumo (45). No se conocía ningún estudio que hubiera  valorado la validez 
del cuestionario de donantes en relación con la presencia de tóxicos en la 
leche donada. La mayoría de las drogas de abuso que consume o a las que 
está expuesta la madre pasan parcialmente a la leche materna y pueden 
alterar la producción, volumen y composición de la leche, así como causar un 
efecto directo perjudicial para el bebé (46). La determinación de xenobióticos 
en la leche humana permite conocer la dosis aproximada ingerida por el recién 
nacido (47). El estudio de los tóxicos en leche materna podría establecer 
estándares de calidad en cuanto a la seguridad toxicológica de la leche donada 
(48).   
 
2.5 Calidad de la leche materna 
La calidad de la leche materna implica la preservación de sus componentes 
nutricionales (macronutrientes y micronutrientes) y sus componentes 
bioactivos.  
Una adecuada nutrición en el periodo neonatal condiciona aspectos claves 
como el desarrollo óseo, pulmonar y neurológico de los recién nacidos muy 
prematuros. (49) 
Asimismo, otros recién nacidos con enfermedad cardiopulmonar o sometidos a 
cirugías del aparato digestivo tienen también un riesgo alto de desnutrirse en 
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sus primeras semanas de vida (50).  
Por lo tanto, un adecuado aporte nutricional de los recién nacidos muy 
prematuros o enfermos condiciona su evolución a largo plazo. 
En los Bancos de Leche se realiza un análisis nutricional de la leche donada 
para poder clasificarla y ofrecerla a los recién nacidos receptores en función de 
las necesidades de los mismos. Así por ejemplo, las leches con mayor 
contenido proteico son prescritas para aquellos recién nacidos muy 
prematuros, con altas demanda de las mismas. Asimismo, el aporte calórico 
desempeña también un papel destacable para el crecimiento de los recién 
nacidos muy prematuros.  
En algunas Unidades Neonatales se realiza el análisis nutricional de la leche 
de la propia madre, con el objetivo de estimar de forma precisa la cantidad de 
suplementos que hay que añadir para alcanzar los objetivos nutricionales que 
aseguren el adecuado crecimiento (33).  
Conocer cómo se afecta la calidad nutricional de la leche materna durante los 
diferentes procesos que sufre, tanto en las unidades de neonatología  como en 
los Bancos de Leche, es clave para la evolución de los recién nacidos 
prematuros o enfermos. La  información científica sobre el impacto que tiene el  
procesamiento de la leche en su calidad nutricional es escaso.  
El análisis nutricional puede realizarse con diferentes métodos. Los métodos de 
laboratorio de referencia para grasa, proteínas, lactosa y contenido calórico, 
son costosos en tiempo y dinero y precisan de grandes volúmenes de leche 
materna y de  disponibilidad de personal formado para su realización. No 
suponen una alternativa para la práctica diaria de los Bancos de Leche ni las 
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unidades de neonatología.  En la red brasileña de Bancos de Leche, para la 
estimación de las calorías y de las grasas, se emplea la técnica del 
crematocrito (51). En el Banco de Leche del Hospital 12 de Octubre, el 
crematocrito se  empleó durante los primeros años de funcionamiento (42). Es 
una técnica sencilla y barata que permite calcular el contenido lipídico y 
calórico de la leche materna. Fue descrito por Lucas en 1978 (51). Varios 
autores han encontrado una buena correlación entre el valor calórico de la 
leche y el crematocrito (52-54). Sin embargo, no proporciona información 
acerca del contenido proteico de la leche materna, lo cual es clave en la 
nutrición del gran prematuro y algunos autores han señalado que sobreestima 
el contenido graso y calórico de la leche materna (55). La medición de los 
macronutrientes de la leche materna mediante analizadores que emplean la 
tecnología de espectroscopía cercana al infrarrojo proporciona información 
acerca del contenido graso, proteico y calórico. Son sencillos de utilizar y más 
precisos, si bien son mucho más caros y precisan de calibraciones periódicas 
(56-61). Muchos Bancos de Leche, entre los que se incluye el del Hospital 12 
de Octubre  han incorporado el uso de dispositivos que emplean esta 
tecnología para el análisis rutinario de la leche materna.  
Para poder realizar medidas precisas de la energía de la leche y de sus 
nutrientes, las muestras se deben homogenizar porque si no la pequeña 
cantidad de volumen que se tome para  analizar puede no ser representativa 
de la leche que se está estudiando. Para evitar este problema, toda leche 
materna a la que se le va a realizar un estudio nutricional debe ser 
homogenizada previamente. La leche materna cuando se deja en reposo se 
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separa en una fase acuosa y otra  grasa. Este proceso es más marcado 
cuando la leche se congela, ya que se produce una ruptura de los glóbulos de 
grasa. En las Figuras 4 y 5, en un trabajo realizado en colaboración con el 
Departamento de Nutrición de la Facultad de Veterinaria de la Universidad 
Complutense de Madrid, se observaron las diferencias morfológicas por 
microscopía electrónica de los glóbulos de grasa en leche fresca y tras sufrir el 
proceso de congelación-descongelación.  
Jensen, hace más de 30 años (62), señalaba la importancia de calentar la 
leche que había sido congelada a -20ºC a una temperatura de 38-40ºC y 
después agitar con un suave balance en arco para evitar que la grasa se 
quedara adherida a las superficies.  
Recientemente, Fush (63) confirma la necesidad de homogeneizar 
adecuadamente la muestra de leche materna si se emplean los dispositivos 
que utilizan la tecnología infrarroja para el análisis nutricional de la leche 
materna.  
La estabilidad físico-química de la leche humana es un elemento fundamental 
de calidad de la misma. La medición de la acidez de la leche ha demostrado 
ser un marcador válido de calidad desde este punto de vista. La acidez de la 
leche está constituida por la acidez “natural” que a su vez viene determinada 
por la presencia de caseína, sustancias minerales, ácidos orgánicos y fosfatos 
y por la acidez “desarrollada” debida al ácido láctico y a otros ácidos 
procedentes de la degradación microbiana de la lactosa y de los lípidos 
(liberación de ácidos grasos tras la hidrólisis de las grasas por la acción de las 
lipasas presentes en la leche) (64).   
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Figura 4. Glóbulos de grasa en leche fresca. Imagen obtenida por Microscopía Electrónica.  
 
 
Figura 5. Glóbulos de grasa tras sufrir el proceso de descongelación. Imagen  
obtenida por Microscopía Electrónica gracias a la colaboración del Departamento de  
Bromatología, Nutrición y Tecnología de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria  
de la Universidad Complutense de Madrid. 
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La acidificación de la leche materna supone un deterioro de la misma debido a 
una desestabilización de sus proteínas, un aumento de la osmolalidad, una 
reducción de la biodisponibilidad del producto fosfo-cálcico, una disminución de 
la biodisponibilidad de lactosa como sustrato y un aumento de la presencia de 
ácidos grasos libres fácilmente oxidables  (65-67).  Además, supone un 
marcador indirecto de contaminación bacteriana porque el aumento de ácido 
láctico en la leche es el producto de la degradación de la lactosa por las 
bacterias patógenas fermentadoras (65,66-68). Recientemente se ha descrito 
una alteración in vitro de la función de los leucocitos y la enzima lipasa, así 
como un cambio en la concentración de grasa y proteínas cuando la leche 
materna era acidificada hasta un pH de 4,5 (69). Asimismo, la acidez global de 
la leche es un marcador de estabilidad de las proteínas cuando éstas van a ser 
sometidas a un proceso térmico. Cuanto más acida sea la leche más se van a 
desnaturalizar las proteínas durante la pasteurización. 
En la industria láctea se emplean la acidez Dornic (acidez titulable) y el pH 
como medidas de acidez de la leche. La acidez Dornic se emplea de forma 
rutinaria en la extensa Red Iberoamericana de Bancos de Leche así como en 
dos Bancos españoles, entre los que se encuentra el Hospital 12 de Octubre 
(41-42). Se ha descrito una  correlación entre el grado de contaminación 
bacteriana y la acidez Dornic (66, 68). 
 En la actualidad, los controles de calidad empleados en la leche humana antes 
de su pasteurización en los Bancos de Leche son los recuentos 
microbiológicos y la determinación de la acidez Dornic. La medición de la 
acidez Dornic es un método barato, sencillo y fiable (66). Parecía importante 
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conocer la relación entre la acidez Dornic y  el crecimiento bacteriano en la 
leche materna con el objetivo de valorar la idoneidad de la acidez Dornic como 
medida para seleccionar la leche antes de la pasteurización, basado en los 
criterios físico-químicos y microbiológicos (66).   
 
2.6 Impacto de la refrigeración sobre la leche materna 
La leche materna no es estéril y puede ser un vehículo para microorganismos 
comensales y patógenos. En cualquier líquido, con alto contenido en nutrientes 
y dejado a temperatura ambiente, se produce un rápido crecimiento bacteriano 
(70).  
La refrigeración (conservación a <4ºC) inhibe el crecimiento bacteriano. En 
leche refrigerada se han demostrado recuentos bacterianos estables e incluso 
menores que en la leche recién extraída  ya que la actividad bactericida de la 
leche materna  se mantiene cuando se conserva en refrigeración (71-74,77). 
Sin embargo,  la refrigeración tiene efectos negativos sobre la calidad de la 
leche materna.  Así, se ha demostrado que la actividad bactericida disminuye a 
partir de las 72 horas de refrigeración (75), y la concentración de leucocitos 
disminuye (59). Los leucocitos parecen verse dañados secundariamente a  su 
adhesión a las paredes de los envases (76). Por el contrario, parece que tras 
96 horas de refrigeración (71, 77) no se modifica  la concentración de proteínas 
con un destacado papel inmunológico como las inmunoglobulinas, lactoferrina 
y lisozima. Considerando las proteínas desde un punto de vista nutricional, 
Slutzah (71) encontró una discreta disminución del contenido total de proteínas 
tras 96 horas de refrigeración. Sin embargo, Miranda (78) observó que, aunque 
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la concentración total de proteínas de la leche materna conservada en 
refrigeración durante 48 horas no se veía modificada, sí disminuía la 
concentración de lisina que se considera un  marcador de calidad proteica (79). 
Con respecto a las grasas, durante la refrigeración, se mantiene la actividad 
lipasa de la leche (77). Se ha demostrado un aumento significativo de la 
concentración de ácidos grasos secundaria a la hidrólisis de triglicéridos a partir 
de las 24 horas de refrigeración (71,77). Los ácidos grasos libres son más 
fácilmente oxidados y además, como consecuencia de este aumento de 
concentración de elementos ácidos, se produce un aumento de la acidez de la 
leche a partir de las 12 horas de conservación (71,77-78). Miranda  (78) 
encontró una concentración aumentada de malondialdehído, metabolito 
secundario de la oxidación de ácidos grasos, a partir de las 24 horas de 
refrigeración. El aumento de los ácidos grasos oxidados y la acidez de la leche 
suponen una disminución de la calidad de la leche materna. Los estudios, 
aunque escasos, muestran cierto impacto del tiempo de refrigeración sobre los 
macronutrientes (en concreto la grasa y las proteínas). 
La evidencia científica actual muestra que la conservación de la leche materna 
en refrigeración, hasta un máximo de 96 horas, puede ser una opción 
razonable desde el punto de vista de la seguridad (71,77), no tanto desde  la 
calidad porque en 96 horas la leche se acidifica significativamente. De todos 
modos siempre habrá que garantizar que las temperaturas de refrigeración se 
encuentran por debajo de 4ºC.  En el domicilio, este periodo de 96 horas debe  
restringirse, dada la dificultad de mantener las temperaturas citadas con el uso 
doméstico de los frigoríficos.   
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En las Unidades Neonatales y en los Bancos de Leche, la leche materna ha de 
ser conservada durante periodos más prolongados de tiempo que estas 96 
horas. Por la gravedad o inmadurez extrema del recién nacidos ingresados, 
con mucha frecuencia en los primeros días-semanas de vida se alimentan 
únicamente  con volúmenes pequeños de leche o incluso permanecen a dieta 
absoluta. Las madres lactantes, para establecer adecuadamente la lactancia, 
han de iniciar la estimulación y extracción de leche de forma precoz y 
periódica. Incluso en las situaciones en las que el recién nacido ingresado 
tenga la estabilidad suficiente para estar siendo alimentado desde los primeros 
días de vida, la producción de la madre puede exceder ampliamente las 
necesidades del hijo, lo que obliga a buscar un método de conservación que 
garantice la calidad y seguridad a más largo plazo.  
 
2.7 Impacto de la congelación sobre la leche materna 
El método de conservación a largo plazo utilizado en la gran mayoría de las 
Unidades Neonatales y Bancos de Leche en el mundo es la congelación entre      
-18ºC y -20ºC. La congelación a muy bajas temperaturas (entre -70º a -80 ºC), 
que podría tener potencialmente ciertas ventajas en cuanto a la conservación 
de determinadas propiedades de la leche materna (80-81), tiene un alto coste 
económico que dificulta enormemente su aplicación en la práctica diaria. 
Actualmente se está investigando sobre  otros métodos alternativos de 
conservación a largo plazo como por ejemplo la liofilización (82-84). Aunque 
esta técnica está ampliamente extendida en la industria alimentaria, la 
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evidencia científica actual sobre la seguridad y calidad de la leche materna 
conservada con liofilización es anecdótica.  
La congelación a -20ºC inhibe el crecimiento bacteriano (74). Además, el 
proceso de congelación-descongelación destruye partículas virales de algunos 
virus patógenos presentes en la leche humana como el Citomegalovirus y los 
retrovirus Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) tipo I y II , y el Virus 
Linfotrófico de Células T Humana (HTLV) tipo I y II (85-88).  
Sin embargo, se han descrito algunos efectos negativos de la congelación a      
-20ºC.  
Los leucocitos se ven muy afectados por la congelación, afectándose el 100% 
de los mismos tras dos semanas de congelación (89). Otros componentes 
inmunológicos como las inmunoglobulinas, lactoferrina o lisozima parece que 
se afectan  poco por la congelación (89-90). La actividad bactericida frente a la 
bacteria Escherichia Coli de la leche materna aunque no se vio modificada tras 
7 días de congelación  (79), sí  disminuyó al aumentarse el periodo de 
congelación a un mes (91).  En este último trabajo,  Akinbi demostró que, tras    
1 mes de congelación,  la actividad bactericida frente a Escherichia Coli, 
Staphylococcus Aureus y Pseudomona Aureoginosa se veía muy afectada 
(81). La capacidad antioxidante total de la leche materna disminuye de modo 
significativo tras permanecer un mes congelada y  aumenta  la peroxidación 
lipídica a los dos meses de congelación (80).  
Desde el punto de vista nutricional, se ha descrito una disminución de la 
concentración total de triglicéridos justificada por la persistencia de actividad 
lipasa durante la congelación a esta temperatura. La mayor parte de estos 
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trabajos son antiguos y utilizan periodos de congelación muy heterogéneos 
(desde 8 días hasta 5 meses) (72, 92-97).  
Con respecto a otros macronutrientes como la lactosa y las proteínas, algunos 
estudios señalan que éstas no se ven alteradas significativamente por la 
congelación (72,79).  
A pesar de todos estos estudios la evidencia relativa al impacto de la 
congelación a-20ºC en la leche materna es escasa. Las metodologías son 
diversas y estudian periodos muy variables de congelación. Faltan estudios 
científicos de calidad que nos ayuden a establecer periodos de congelación 
razonables previos a la pasteurización para garantizar el mantenimiento de la 
calidad nutricional de la leche.  
El proceso de descongelación al que ha de someterse la leche materna 
congelada para su consumo, también podría conllevar una serie de efectos 
deletéreos sobre la leche materna. Así, se ha documentado una disminución 
significativa de la concentración de grasa de la leche tras descongelación que 
es mayor con el uso de temperaturas más altas, especialmente si se emplea un 
horno microondas (98-100) 
 
2.8 Impacto de la pasteurización Holder y congelación posterior 
sobre la leche materna 
Con respecto a la pasteurización Holder, existe evidencia de que algunos 
componentes  de la leche materna como oligosacáridos, vitaminas A, D y E y 
algunos factores de crecimiento no se modifican sustancialmente como 
consecuencia del empleo de este tratamiento térmico (101-103). Se conoce 
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poco del impacto  sobre los macronutrientes (94, 104-107). Existen algunos 
trabajos que estudian los efectos sobre la actividad biológica de proteínas con 
un papel clave. Como consecuencia del calentamiento de las proteínas, se 
puede ocasionar la desnaturalización o pérdida de su estructura espacial de las 
mismas y la pérdida de su actividad. Así, se ha demostrado que la actividad de 
proteínas tales como la lipasa estimulada por las sales biliares, la lactoferrina, 
la lisozima y la lactoperoxidasa, las inmunoglobulinas, citoquinas y algunas 
hormonas se ve muy disminuida tras la pasteurización (93, 108-111). Sin 
embargo, apenas se ha estudiado el impacto de la pasteurización sobre las 
proteínas como fuente nutricional (79, 106-107). Aunque existe una 
importantísima variedad de diferentes proteínas en la leche (18-19), las 
proteínas que se encuentran en mayor concentración tienen función nutricional 
y por tanto la concentración total de proteínas en la leche puede considerarse 
un marcador del contenido nutricional aportado por las proteínas.   
Por tanto es muy relevante realizar estudios que permitan conocer mejor cómo 
afecta la pasteurización Holder  a los macronutrientes.  
Por otro lado, la leche donada una vez pasteurizada se congela 
inmediatamente a -20ºC. De nuevo, no existe consenso en las 
recomendaciones acerca de cuánto  tiempo se puede mantener la leche 
congelada una vez ya pasteurizada. No  se disponía de ninguna información 
acerca del impacto de la congelación de la leche pasteurizada sobre los 
macronutrientes de la leche.  
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2.9 Impacto de la administración sobre la leche materna 
La leche materna, una vez descongelada, ha de ser administrada al recién 
nacido. Con mucha frecuencia, como ya se comentó previamente, el recién 
nacido prematuro o enfermo no es capaz de ser alimentado directamente por 
vía oral. En estos casos, se emplean sondas de alimentación. Se han descrito 
pérdidas de grasa muy importantes durante su administración a través de una 
sonda (112-117). 
La leche materna o donada puede administrarse a través de una sonda en 
forma caída libre o gravedad o utilizando una bomba de alimentación. En este 
último caso, la leche puede ser administrada en periodos de 30 a 60’ cada 2 y 
3 horas (alimentación intermitente) o bien administrarse con un ritmo de débito  
continuo.  Siempre que se pueda, es preferible administrar  la leche materna 
por gravedad y de forma intermitente (118), ya que se preserva el patrón cíclico 
de liberación de hormonas gastrointestinales y se ha observado una menor 
pérdida de grasa durante la administración (112-115). Sin embargo, la leche 
materna administrada con un débito continuo se utiliza frecuentemente en el 
ámbito de la Neonatología, ya que permite administrar menores volúmenes, lo 
que favorece la tolerancia digestiva en situaciones clínicas diversas como por 
ejemplo dificultad respiratoria, reflujo gastroesofágico o postoperatorios de 
cirugía gastrointestinal. 
La grasa es el macronutriente que se pierde de forma más importante durante 
la administración de la leche materna. Conociendo el papel clave que 
desempeña  la grasa en la nutrición del recién nacido (1), sería deseable 
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establecer estrategias que permitan minimizar la pérdida de la misma durante 
la administración de la leche materna.  
Para que la leche materna infundida a través de una bomba de alimentación 
enteral, llegue a través de la sonda de alimentación al paciente, es necesario el 
empleo de un tubo que funciona como “alargadera” que conecta la jeringa que 
contiene la leche materna con la sonda de alimentación que tiene colocada el 
paciente. Tanto la jeringa, como la “alargadera” y la sonda de alimentación son 
de material plástico. La longitud del tubo “alargadera” junto con la sonda de 
alimentación supone longitudes muy grandes (habitualmente 200 cm o incluso 
mayores).  
Cuando la leche materna se infunde a través de una bomba de alimentación, la 
grasa de la leche se separa y adhiere a la superficie de plástico de las jeringas, 
“alargaderas” o sondas de alimentación (112-13, 119). La separación ocurre 
por el tamaño variable de los glóbulos de grasa. En la leche materna 
descongelada, se ha objetivado la ruptura de la membrana de los glóbulos de 
grasa (112) y la coalescencia de los mismos de forma secundaria.  
 
                  Figura 6. Capa grasa superior separada de capa acuosa. Servicio de Neonatología del 
                  Hospital 12 de Octubre.  
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Se han descrito algunas circunstancias que disminuyen la pérdida de grasa de 
la leche materna durante su administración. Si se emplean velocidades más 
altas de infusión, jeringas con boca excéntrica, se inclinan las jeringas entre 25 
y 45º o se colocan de forma vertical las pérdidas de grasa son menores         
(97, 112). Asimismo, la pérdida de grasa es menor si se emplean diferentes 
métodos para homogeneizar la leche (agitación regular de la jeringa que 
contiene la leche materna o la aplicación sobre la leche materna de un 
homogeneizador de ultrasonidos antes del inicio de su infusión) (115,117). Sin 
embargo, estos 2 métodos de homogeneización se habían estudiado por 
separado en trabajos ya antiguos y no se habían  comparado entre ellos. 
Encontrar formas de homogeneización de la leche que permitan disminuir la 
pérdida de grasa durante su administración es clave para optimizar la nutrición 
de los recién nacidos ingresados.  
 
2.10 Las donantes de leche 
Existe una creciente literatura acerca del funcionamiento de los Bancos de 
Leche, en las diferentes partes del mundo (34-43). Disponer de leche humana 
donada suficiente es el primer paso, y el  elemento imprescindible, para la 
existencia de los Bancos de Leche. Sin embargo, poco se conoce acerca de 
las características de las mujeres que donan leche materna y los factores que 
motivan o dificultan la donación (121-126). En España, no se había publicado 
ningún trabajo acerca de las características de las donantes de leche materna.  
En menor medida se conocen qué factores pueden influir en el tiempo y el 
volumen de donación de las donantes de leche materna. Sólo un estudio 
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publicado previamente (123), tuvo  como objetivo secundario identificar que 
factores sociodemográficos de las mujeres donantes podían determinar el 
volumen de leche que donaban. 
No se había  descrito cómo podrían influir, aparte de las características de la 
propia donante, las características del hijo (edad gestacional al nacimiento, 
ingreso, fallecimiento entre otros) en la donación.  
El conocimiento más extenso de todos estos factores relacionados con las 
donantes, pueden ayudar a elaborar mejores estrategias de captación y apoyo  
a las donantes.  
 
2.11 Trabajos presentados 
Todos los trabajos de investigación que se incluyen en esta tesis doctoral se 
han realizado en el seno del Servicio de Neonatología del Hospital 12 de 
Octubre, de la beca del Fondo de Investigación Sanitaria del Instituto Carlos III 
(FS09/00040) y la Red de Investigación en Salud Materno-Infantil y del 
Desarrollo (SAMID) financiada por el Instituto de Salud Carlos III  (grupo de 
investigación 10) y en el entorno del Instituto del Investigación del Hospital 12 
de Octubre  i+12. 
Se incluyen en primer lugar los 3 trabajos de investigación publicados en los 
que  la autora fue la investigadora principal y figura como primera autora. 
Asimismo, se citan otros 5 trabajos  en la misma línea de investigación  en los 
que la autora ha formado parte del equipo investigador (ver anexo 8.1). 
El primero de los trabajos en los que la autora fue la investigadora principal, se 
titula  Effect of Freezing Time on Macronutrients and Energy Content of 
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Breastmilk  y fue publicado en la revista Breastfeeding Medicine en el año 2012 
(127). Estudió el impacto de  la congelación a -20º C sobre los macronutrientes 
y el contenido calórico de la leche antes de la pasteurización. Asimismo 
también se valoró cómo influía la forma de homogeneización en los resultados 
nutricionales obtenidos.  
El segundo, Effect of Holder Pasteurization and Frozen Storage on 
Macronutrients and Energy Content of Breast Milk, fue publicado en el año 
2013 en la revista Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition (128). Se  
estudió el impacto de la pasteurización Holder y la congelación a -20ºC de 
leche ya pasteurizada sobre los macronutrientes y el contenido calórico.  
En el tercero, “Type of homogenization and fat loss during continuous infusion 
of human milk” (129), recientemente publicado en la revista Journal of Human 
Lactation, (2014),  analiza el impacto del empleo de diferentes técnicas de 
homogeneización sobre la pérdida final de grasa y calorías de la leche materna 
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3. HIPÓTESIS GLOBAL Y OBJETIVOS GENERALES 
Dado que:  
1. La nutrición de los recién nacidos muy prematuros o enfermos es clave 
para la evolución clínica a corto y largo plazo.  
2. En ausencia de leche de la propia madre, la mejor opción demostrada 
es la leche donada por otras madres.  
3. El excedente de leche no consumido de los neonatos muy prematuros o 
enfermos ingresados o la leche de los Bancos de Leche debe 
conservarse utilizando un método que garantice la seguridad 
microbiológica de la misma. El método más ampliamente utilizado en las 
Unidades Neonatales y Bancos de Leche es la congelación a -20ºC. 
4. Se ha demostrado que la congelación de la leche materna afecta a 
algunas propiedades de la misma.  
5. La leche materna, como fluido biológico, puede ser vector de infecciones 
bacterianas y virales, por lo que es sometida a un tratamiento térmico 
denominado pasteurización Holder.  
6. Se ha demostrado que la pasteurización Holder conlleva la pérdida de 
algunas propiedades muy importantes de la leche materna. 
7. En las Unidades Neonatales la leche materna se administra con 
frecuencia a débito continuo a través de una sonda de alimentación, si la 
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8. Se ha observado una pérdida de grasa muy importante cuando se 
administra la leche materna con un débito continuo con una bomba de 
alimentación. Si la leche materna se homogeneiza, esta pérdida de 
grasa puede ser menor.  
9. Por el momento el conocimiento del impacto nutricional de todos estos 
procedimientos ha sido escasamente estudiado.  
Se postula que:  
La conservación a temperatura de congelación de -20ºC de la leche de madre 
propia como donada, la pasteurización Holder y la administración de la leche 
materna a débito continuo con una bomba de alimentación pueden tener un 
impacto negativo relevante sobre las propiedades nutricionales de la leche 
materna. Conocerlo, ayudará a establecer las recomendaciones para que los 
recién nacidos ingresados puedan ser alimentados con leche materna con el 




Evaluar el impacto negativo sobre la calidad nutricional de la leche materna de 
los siguientes procedimientos:  
A. La congelación a -20º C de la leche materna cruda y pasteurizada.  
B. La pasteurización Holder.  
C. La administración en bomba de alimentación cuando se aplican diferentes 
métodos de homogeneización. 	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RESUMEN DE LA PRIMERA PUBLICACIÓN 
 
TÍTULO: Efecto del tiempo de congelación sobre el contenido 
de macronutrientes y calórico de la leche materna.  
 
OBJETIVOS 
OBJETIVO PRINCIPAL  
Estudiar el impacto de  la congelación a -20º C sobre los macronutrientes y el 
contenido calórico de la leche cuando ésta no ha sido pasteurizada.  
OBJETIVO SECUNDARIO 
Estudiar si la forma de homogeneizar las muestras de leche materna influye en 
los resultados nutricionales.  
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Dos investigadores participaron en la recogida, preparación y análisis de las 
muestras. No existió enmascaramiento en ninguna de las fases del estudio. 
o Muestras 
Se recogieron muestras de leche materna con un volumen mayor o igual a 
35 ml. Las muestras se obtuvieron de una o más extracciones  y se admitían 
muestras extraídas manualmente o con sacaleches. Se almacenaron en 
envases de cristal con tapa de plástico estériles. Inmediatamente tras la 
extracción, las muestras fueron refrigeradas a <5ºC. El tiempo máximo que 
se mantuvieron en refrigeración hasta ser analizadas fue de 24 horas. Se 
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siguieron las mismas instrucciones relativas a la extracción de leche que se 
siguen en el Servicio de Neonatos.  
Durante su participación en el estudio, todas las mujeres participantes tenían 
a su hijo ingresado en el Servicio de Neonatología del Hospital 12 de 
Octubre (Madrid) y firmaron el consentimiento informado.  
 Se recogieron asimismo las variables de edad materna, edad gestacional al 
nacimiento del hijo, tiempo de lactancia, hijos y lactancias previas.  
o Preparación de las muestras. Homogeneización 
Para su correcta homogeneización, cada muestra se calentó a 40ºC en un 
baño termostático. La temperatura fue monitorizada con un termómetro de 
registro continuo Datalogger® con calibración certificada. Posteriormente, la 
muestra fue agitada con un movimiento de balanceo en arco en 10 
ocasiones y finalmente dividida en 12 alícuotas de 2,5 ml de leche, que se 
almacenaron en tubos de polipropileno.  
Las 14 alícuotas se organizaron en 7 pares. La identificación de cada tubo 
contenía la información relativa al tiempo de congelación (leche cruda o         
día 0, día 7, día 15, día 30, día 60, día 90) y el tipo de homogeneización que 
iba a recibir (manual o ultrasonidos). El par de muestras de leche cruda fue 
inmediatamente analizado y el resto fueron congelados a -20ºC.  
Cada par de alícuotas se homogeneizó de forma diferente.  La que estaba 
identificada como “manual” se calentó a 40ºC en un baño termostático y 
posteriormente se agitó con un movimiento de balanceo en arco en 2 
ocasiones. A la alícuota “ultrasonidos” se le aplicaron ultrasonidos 
empleando el dispositivo VCX 130 PB SONICS® (Connecticut, USA). Los 
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parámetros utiilizados del dispositivo de ultrasonidos fueron amplitud del 
75% y tiempo de 1,5 segundos/ml de leche (duración total de la 
homogeneización 4 segundos). Estos parámetros habían demostrado, en un 
estudio preliminar previo (no publicado) que homogeneizaba 
adecuadamente la leche. Se empleó un analizador del tamaño de partículas 
(Coulter) que utiliza tecnología de difración para medir el tamaño de los 
glóbulos de grasa en la leche homogeneizada “manualmente” y con 
ultrasonidos, empleando diferentes amplitudes y tiempos. Se comprobó que 
más del 99% de los glóbulos de grasa tenían un diámetro <1µm (muestra 
adecuadamente homogeneizada) cuando se empleaba una amplitud del 
75% durante un tiempo 1,5 segundos/ml de leche. 
o Análisis de las muestras 
Se empleó el analizador de leche humana MIRIS® para el análisis 
nutricional de las muestras. El equipo precisa tan solo 2 ml de leche materna 
y proporciona la lectura de la grasa, nitrógeno total, lactosa, material seca y 
contenido energético. El equipo tiene 2 programas para el análisis (PROC1 y 
PROC2). Se empleó PROC1 para el análisis de las muestras denominadas 
“manual” y PROC2 para el análisis de las muestras denominadas 
“ultrasonidos”.  
El analizador de leche humana MIRIS® tiene unos valores de repetibilidad 
menores del 0,05%. Realizamos un estudio preliminar de repetibilidad en el 
que obtuvimos resultados similares. Se analizaron 10 muestras de leche 
fresca y 10 muestras de leche descongelada; el coeficiente de correlación 
intraclase para el contenido graso y calorías fue de 0,99. 
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El instrumento utiliza la tecnología de la espectroscopía en el espectro 
cercano al infrarrojo y ha sido diseñado específicamente para la 
determinación de los macronutrientes en la leche materna.  Una capa muy 
fina de leche materna (<100 µm) se expone a radiación cercana al infrarrojo. 
Para el cálculo de cada macronutriente, el instrumento usa la cantidad de 
radiación absorbida por los diferentes grupos funcionales en las diferentes 
longitudes de onda y realiza una estimación comparando la cantidad de luz 
cercana al infrarrojo absorbida frente al agua destilada en la misma longitud 
de onda.  
El valor de “grasa” proporcionado por el instrumento corresponde a la 
fracción liposoluble de la muestra, incluyendo triglicéridos, diglicéridos, 
ácidos grasos libres, fosfolípidos y colesterol.  El valor de “nitrógeno total” 
corresponde a la suma del contenido de sustancias (proteínas y no 
proteínas) que contienen nitrógeno. Este valor se multiplica por un factor de 
conversión de 6,25. El valor “lactosa” corresponde a la suma del contenido 
de lactosa y oligosacáridos. Para el cálculo del valor de energía de la 
muestra, el instrumento utiliza la siguiente fórmula: 
Kcal/dL= 9,25 x “grasa” + 4,40 x “nitrógeno total”+ 3,95 x “lactosa”. 
El fabricante calibra el instrumento utilizando una serie de muestras de leche 
materna  con diferentes concentraciones de grasa, proteína y lactosa. 
Dichas muestras habían sido analizadas con técnicas de laboratorio de 
referencia para el análisis de leche materna. Así se empleó el método 
Roese-Gottlieb para la grasa, el método Kjeldahl para el nitrógeno total y la 
cromatografía líquida de alto rendimiento para la lactosa. Esto se realiza de 
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forma separada para la lche que es homogeneizada manualmente (PROC1) 
y para la leche homogeneizada con ultrasonidos (PROC2). El uso habitual 
de la solución MIRIS CHECK proporcionada por el fabricante evita la 
necesidad de calibración del instrumento. 
o Análisis estadístico   
Se describieron los datos de las variables resultado grasa, nitrógeno total, 
lactosa y contenido calórico y para las dos técnicas de homogeneización 
(“manual” y “ultrasonidos”). Se comprobó la normalidad de las distribuciones. 
Se presentaron el valor de la media y el intervalo de confianza del 95% 
correspondiente para las variables resultado en cada uno de los periodos de 
tiempo de congelación estudiados (leche fresca ó 0 días; 7, 15, 30, 60 y 90 
días). La significación estadística de las comparaciones pareadas se realizó 
con el test t-student para datos apareados.  
Se emplearon métodos mixtos de regresión lineal para evaluar la diferencia 
media (y su intervalo de confianza del 95%) en cada periodo de tiempo con 
respecto a la leche fresca. Se ajustó por la técnica de homogenización y el 
tiempo de lactancia.  
La diferencia media por día fue estimada para los siguientes periodos de 
congelación; 1-7, 8-15, 15-30, 30-60, 60-90. 
Se empleó el programa SAS para el análisis de datos (SAS Institute Inc., 
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RESULTADOS 
Se recogieron 61 muestras de leche materna donadas por 59 mujeres. La edad 
media de las mujeres fue de 32,55 años (DS 5,27). El 65% de las mujeres eran 
españolas; 18% de Centro y Sudamérica; 10% de otros países europeos 
diferentes de España y 8% de África. El 58% de las mujeres no tenía hijos 
previos. La edad gestacional media de los hijos actuales era de 32,66 semanas 
(DS 5,82). El cuarenta y seis por ciento de las mujeres (N=28) dieron a luz 
antes de las 32 semanas de gestación; 21% (N=13) entre la semana 32 y 36 y 
el 33% (N=19) en la semana 37 o posteriormente.  
Considerando el tiempo de lactancia (expresado en días), la distribución en 
percentiles muestra un valor mínimo de 5 días y máximo de 389 días. Los 
percentiles 25, 50 y 75 fueron 13, 18 y 41 días respectivamente.  
 
Contenido de macronutrientes y energético considerando el tiempo de 
congelación y el tipo de homogeneización (ver tabla 1) 
a. Grasa 
En las muestras homogeneizadas manualmente, observamos que 
existía una disminución significativa de la concentración de grasa con 
respecto a la leche fresca a los 7, 15, 30, 60 y 90 días de congelación. 
En las muestras homogeneizadas con ultrasonidos, observamos una 
reducción significativa de la concentración de grasa con respecto a la 
leche fresca a los 7, 15, 30, 60 y 90 días de congelación.  
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b. Nitrógeno total 
En las muestras homogeneizadas manualmente, observamos que, con 
respecto a la leche cruda, sólo a los 15, 30 o 90 días de congelación 
existía una disminución significativa de la concentración de nitrógeno 
total.  
En las muestras homogeneizadas con ultrasonidos, no observamos una 
variación significativa de la concentración de nitrógeno total durante el 
tiempo de congelación estudiado.   
c. Lactosa 
En las muestras homogeneizadas manualmente, observamos una 
reducción significativa con respecto a la leche cruda sólo a los 90 días 
de congelación.  
En las muestras homogeneizadas con ultrasonidos, observamos una 
reducción significativa con respecto a la leche cruda sólo a los 90 días 
de congelación.  
d. Contenido energético 
En las muestras homogeneizadas manualmente se observó una 
reducción significativa del contenido calórico a los 15, 30, 60 y 90 días 
con respecto a las muestras de leche cruda.  
En las muestras homogeneizadas con ultrasonidos se observó una 
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Contenido de macronutrientes y calórico ajustado por tiempo de 
congelación, tipo de homogeneización y tiempo de lactancia (ver tabla 2) 
Consideramos como grupo de referencia las muestras de leche materna fresca 
homogeneizada manualmente y con un tiempo de lactancia superior a 15 días. 
Expresamos las diferencias absolutas relativas entre los periodos de tiempo 
consecutivos.  
Considerando el tiempo de congelación, la concentración de grasa disminuyó a 
lo largo del tiempo. Considerando la variación diaria, la máxima disminución se 
observó en el periodo de 0 a 7 días (-0,027 g/dl/día). En los siguientes periodos 
la disminución de la concentración diaria fue menor. Para el periodo entre 7 y 
15 días y 15 y 30 días los valores fueron -0,016 y -0,011 g/dl/día 
respectivamente. Para los periodos entre 30 y 60 días y 60 y 90 días los 
valores respectivos fueron de -0,007 y -0,006 g/dl/día.  
Para los valores de nitrógeno total y lactosa observamos variaciones 
pequeñas, inconstantes y en su mayoría no significativas considerando los 
valores absolutos y la variación diaria.  
El contenido calórico, de forma similar al contenido graso, disminuyó conforme 
aumentaba el tiempo de congelación. Considerando la variación media diaria, 
el máximo descenso observado fue en el periodo comprendido entre 0 y 7 días 
(-0,22 kcal/dl/día). Posteriormente, se observó un constante descenso diario 
pero de menor magnitud a lo largo del tiempo. Para el periodo entre los 7 y 15 
y los 15 y 30 días, los valores respectivos fueron de -0,06 y -0,07 kcal/dl/día. 
Para los periodos 30 a 60 y 60 a 90 días, los valores respectivos fueron de          
-0,03 y -0,07 kcal/dl/día.  
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Observamos concentraciones significativamente mayores de grasa, nitrógeno 
total, lactosa y energía en las muestras homogeneizadas con ultrasonidos 
frente a las homogeneizadas manualmente. Las máximas diferencias fueron 
observadas para la grasa y el contenido calórico.  
Considerando la influencia del tiempo de lactancia, las muestras cuyo tiempo 
de lactancia correspondiente era mayor de 15 días tenían valores mayores de 
grasa y menores de nitrógeno total y lactosa que las muestras cuyo tiempo de 
lactancia era menor de 15 días.  
En resumen, el tiempo de congelación, el método empleado para la 
homogeneización y el tiempo de lactancia modificaron la concentración de 
grasa.  El contenido calórico fue modificado por el tiempo de congelación y la 
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FIGURA1. Cambios en la concentración de grasa, nitrógeno total, lactosa y contenido calórico a lo largo 
de 90 días de congelación a -20ºC (n=61).  La concentración de grasa, nitrógeno y lactosa se expresan 
como concentración media (g/dl) e intervalo de confianza de la media del 95%. El contenido calórico se 
expresa como concentración media (kcal/dl) e intervalo de confianza del 95%. Las líneas continuas 
expresan los valores de las muestras homogeneizadas manualmente y las líneas discontinuas de las 
muestras homogeneizadas con ultrasonidos.  
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TABLA 2  Concentración de macronutrientes y contenido calórico de la leche materna ajustado por tiempo de congelación, 
tipo de homogeneización y tiempo de lactancia. Modelo mixto de regresión lineal (N = 61 muestras). Los valores del grupo 
de referencia fueron estimados considerando las muestras de leche refrigerada, homogeneizadas manualmente y un tiempo 
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 - p=0,0009 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P=0,1290 
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DISCUSIÓN 
Si consideramos el tiempo de congelación, en el análisis bivariante 
observamos que tras 90 días de congelación a -20ºC, las concentraciones de 
grasa y la energía disminuyeron de forma significativa en todos los intervalos 
de tiempo. Además, observamos un efecto acumulativo, siendo el mayor 
descenso absoluto a los 90 días.  En el análisis multivariante, se observó 
asimismo este efecto acumulativo conforme aumentaba el tiempo de 
congelación. Por otro lado, observamos que el periodo de máximo descenso 
relativo correspondía al periodo comprendido entre los 0 y 7 de congelación 
tanto para la concentración de grasa o calorías.  
Con respecto a la concentración de nitrógeno proteico y lactosa, nuestros 
resultados mostraron un descenso inconstante y de escasa magnitud, y por 
tanto poco relevante clínicamente, conforme aumentaba el tiempo de 
congelación.  
Dado que la grasa es el nutriente que más influye en el contenido calórico, los 
resultados obtenidos para las calorías siguen una evolución paralela a la 
misma.  
Este es el primer estudio diseñado para valorar el efecto de la congelación a        
-20ºC durante 90 días en el contenido de macronutrientes y calórico. Existen 
escasos estudios relacionados que hayan sido publicados. Tacken (116) 
estudió 30 muestras congeladas a -18ºC durante 28 días y no encontró 
diferencias significativas  en la concentración de grasa usando un método 
colorimétrico. Friend (95) estudió 20 muestras (10 congeladas de forma lenta y 
10 rápida) con el método Roese–Gottlieb para la determinación de grasa. 
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Encontraron un descenso en la concentración de grasa tras 1 semana, 1 mes y 
3 meses de congelación a -20ºC aunque no fue estadísticamente significativo. 
Silprasert (130) estudió con la técnica del crematocrito 12 muestras congeladas 
a -20ºC durante 28 días y no observó diferencias. Estos trabajos cuentan con 
las limitaciones de haber estudiado pequeñas muestras, tiempos de 
congelación menores  y sólo haber estudiado la concentración de triglicéridos.  
Utilizamos el analizador de leche humana MIRIS® para el análisis de 
macronutrientes y contenido calórico. Descartamos los métodos de laboratorio 
de referencia porque son enormemente laboriosas y tienen un alto coste 
económico. El aparato utiliza tecnología de espectrometría en el espectro 
cercano al infrarrojo y se emplea extensamente en la industria láctea. Dos 
trabajos recientemente publicados comparan los resultados obtenidos para la 
determinación de grasa, proteínas, lactosa y calorías empleando este aparato y 
las técnicas de laboratorio de referencia (57,61). Ambos concluyen que es un 
aparato práctico para la determinación rutinaria de los macronutrientes y 
calorías de la leche materna.  
Dos hipótesis podrían justificar el descenso del contenido calórico que 
observamos en relación con el tiempo de congelación a -20ºC. En primer lugar, 
se había observado que a esta temperatura la actividad de la enzima lipasa se 
mantiene. Secundariamente, existe una lipolisis activa que rompe los 
triglicéridos, reduce el contenido global de los mismos y aumenta la 
concentración de diglicéridos, monoglicéridos y ácidos grasos libres (97). En el 
contenido graso determinado por el analizador se incluyen estas formas 
hidrolizadas de triglicéridos  y por tanto, esto no justificaría el descenso en la 
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lectura de grasa. Sin embargo, si consideramos que los diglicéridos, 
monoglicéridos y ácidos grasos libres pueden ser oxidados con mayor facilidad 
que los triglicéridos, las formas oxidadas de estos compuestos tienen una 
estructura química diferente y por tanto, una lectura diferente por 
espectrofotometría. La disminución de la actividad antioxidante ha sido descrita 
en la leche materna tanto refrigerada como congelada a -20ºC (80, 116, 131-5) 
Por tanto, la lectura diferente en el analizador se justicaría por el aumento de 
productos derivados de la hidrólisis de triglicéridos oxidados. Esta hipótesis 
necesitaría ser confirmada en estudios que determinaran la concentración de 
estos compuestos oxidados en leche congelada durante diferentes periodos de 
tiempo y la correlación con su lectura en el analizador de leche humana.  
El mayor descenso del contenido graso y calórico se observó en el periodo 
entre los 0 y 7 días, lo que podría justificarse por el efecto de la 
descongelación. En un trabajo recientemente publicado, se observó un 
descenso en la concentración de grasa tras descongelar la leche materna de 
forma lenta y rápida (107). No ha sido estudiado sin embargo, el efecto de la 
descongelación en las propiedades antioxidantes de la leche materna (93-94).   
Una limitación de nuestro estudio es que el tiempo de refrigeración de nuestras 
muestras varió entre 0 y 24 horas. Considerando la disminución en la 
capacidad antioxidante durante la refrigeración (131-33, 135), esto podría 
suponer un potencial factor de confusión al modificar la capacidad antioxidante 
previa de cada muestra en función del tiempo de refrigeración.  
La congelación conlleva una serie de cambios físico-químicos en los 
componentes de la leche materna. Se produce una rotura de la membrana que  
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rodea al glóbulo de grasa lo que facilita la coalescencia de los glóbulos de 
grasa y la formación macroscópica de la “crema”. Con respecto a las proteínas, 
se forman precipitados, se desestabilizan las micelas de caseína y la estructura 
cuaternaria de las proteínas se altera. Para “rehomogeneizar” la leche materna, 
es necesario calentar la leche tanto refrigerada como congelada a 38-40ºC y 
agitarla con un movimiento suave de inversión para evitar que parte de la grasa 
se quede adherida al recipiente (62, 136). Sin embargo, este proceso no rompe 
los agregados de proteínas y no previene completamente la formación de 
“crema”. Las muestras homogeneizadas con ultrasonidos previamente a su 
análisis mostraron valores de todos los macronutrientes mayores que las que 
sólo fueron agitadas sólo con un movimiento de balanceo en arco. Esto podría 
justificarse por una homogeneización más óptima de la muestra y por tanto una 
lectura de los macronutrientes más precisa.  
Finalmente, en el modelo multivariante, observamos que las muestras 
obtenidas cuando el tiempo de lactancia era superior a 15 días tenían mayor 
contenido de grasa y menor contenido de nitrógeno total y lactosa. Para el 
contenido calórico, se observó un descenso pero no fue significativo. Estos 
hallazgos son acordes con estudios previos (137-38). El tiempo de lactancia no 
afectó al contenido graso. Así, no observamos un menor descenso en el 
contenido graso de las muestras con un tiempo de lactancia menor de 15 días 
(calostro) frente a aquellas con un periodo de lactancia superior. No hay 
trabajos publicados que estudien cómo afecta, de forma separada, la 
refrigeración y congelación a la leche en función de si se trata de calostro, 
leche intermedia o madura.  
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Nuestro estudio aumenta el conocimiento actual del impacto de la congelación 
a -20ºC en el contenido nutricional de la leche materna. La congelación a esta 
temperatura es la forma de conservación a largo plazo utilizada en las 
Unidades Neonatales y la gran mayoría de los Bancos de Leche del mundo. 
Es necesario que dos aspectos relevantes sean considerados. Por un lado, el 
impacto deletéreo de la congelación-descongelación y por otro lado, el factor 
acumulativo conforme aumenta el tiempo de congelación. Este último aspecto 
ha sido descrito en otras propiedades beneficiosas de la leche materna, como 
la capacidad antioxidante y bactericida (72, 131, 139).  
Es prioritario establecer recomendaciones que establezcan los periodos de 
conservación de la leche materna a -20ºC basados en la evidencia científica y 
que de forma razonable equilibren una aceptable calidad de la leche materna 
incluso a costa de aumentar en cierta medida las pérdidas por su caducidad.  
Hasta el momento actual, no hay estudios publicados acerca del impacto 
negativo de la ingesta de leche materna con menor capacidad antioxidante, 
pero podría tener cierto impacto negativo en estos neonatos extremadamente 
inmaduros (140).   
Los resultados de este estudio no pueden extrapolarse a la leche pasteurizada 
mediante el método Holder, pues este ultimo conlleva una serie de 
modificaciones en las actividades de las enzimas como la lipasa presentes en 
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RESUMEN DE LA SEGUNDA PUBLICACIÓN  
Efecto de la pasteurización Holder y la congelación posterior 
en el contenido de macronutrientes y calórico de la leche 
materna.  
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Muestras  
Un total de 28 donantes del Banco de Leche del Hospital Universitario 12 de 
Octubre de Madrid (España), donaron 34 muestras de leche materna para el 
estudio. Todas las mujeres firmaron un consentimiento informado para formar 
parte del estudio. El estudio fue aprobado por el Comité de Ética del Hospital. 
La identificación de las muestras se realizó con números, eliminándose el 
número y datos personales de la donante. Tal y como se especifica en el 
proceso de donación, las mujeres donantes se extrajeron la leche 
manualmente o con un extractor (manual o eléctrico) en una sola extracción. 
Se proprocionaron envases de cristal estériles para el almacenamiento de la 
leche. Inmediatamente tras la extracción, las donantes almacenaron el envase 
en el congelador de su casa hasta que fue transportado al hospital. Para las 
muestras de este estudio, no se limitó el tiempo que había transcurrido desde 
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Se recogieron datos relativos a las variables edad de la donante, edad 
gestacional del hijo al nacimiento, tiempo de congelación prepasteurización y 
tiempo de lactancia (tiempo transcurrido desde la fecha de nacimiento del hijo 
hasta la fecha de extracción de la muestra).  
Preparación de las muestras 
Una vez recibida en el Banco de Leche, cada muestra fue congelada a -20ºC 
hasta su procesamiento. Las muestras tenían un volumen mínimo de 65 mL. 
Las muestras fueron descongeladas y calentadas a 40ºC en un baño 
termostático. Se descartó el volumen de leche que excedía los 65 mL. La 
temperatura de las muestras fue registrada de forma continua empleando un 
termómetro con calibración certificada (Microlog EC700 Fourier Thermofisher 
Scientific, Madrid, España). Las muestras fueron posteriormente 
homogeneizadas con un dispositivo de ultrasonidos (modelo VCX130; Sonics 
and Material, Conneticut, Estados Unidos). Para el homogeneizador de 
ultrasonidos, se emplearon los parámetros de amplitud del 75% y de 1.5 
segundos por cada ml de leche materna (total 98 segundos para 65 ml). Una 
alícuota fue analizada antes de ser pasteurizada (alícutota “prepasteurización”).  
En un estudio previo de nuestro equipo, en el que se empleaba el analizador 
de leche materna MIRIS® (Uppsala, Sweden) para la lectura de macrontrientes 
de la leche materna, se demostró que se obtenían mediciones más precisas de 
cuando las muestras eran homogeneizadas antes de su análisis con 
ultrasonidos y no sólo con un movimiento manual de balanceo en arco (127).  
El volumen restante de leche (60 mL) fue pasteurizado siguiendo el método 
Holder (calentando a una temperatura entre 62 to 63 ºC durante 30 minutos y 
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enfriando rápidamente a una temperatura menor de 4 ºC) de acuerdo a los 
protocolos de nuestro Banco de Leche. Se emplearon para la pasteurización 2 
baños termostáticos con agitación continua (uno para calentar y otro para 
enfriar).  
Tras la pasteurización, las muestras se calentaron a 40 ºC y homogeneizaron 
de nuevo con ultrasonidos, aplicando los mismos parámetros previamente 
especificados. Seguidamente, se prepararon 7 alícuotas de leche. Una alícuota 
fue analizada inmediatamente (alícuota identificada como postpasteurización/ 
día 0 de congelación) y el resto fue inmediatamente congelada a -20 ºC. A los 
30, 60, 90, 120, 150 y 180 días de congelación, la correspondiente alícuota fue 
descongelada y analizada. Para el análisis con el analizador de leche humana, 
las muestras fueron descongeladas (si era requerido), calentadas a 40 ºC en 
un baño termostático y homogeneizadas con ultrasonidos.  
En un estudio previo, en el que se midió el diámetro medio de los glóbulos de 
grasa de la leche materna con microscopía electrónica, se demostró que los 
parámetros previamente especificados para el empleo de ultrasonidos 
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Análisis de la muestras 
El analizador de leche humana MIRIS® utiliza la tecnología de la 
espectroscopía en el espectro cercano al infrarrojo y determina el contenido de 
grasa, nitrógeno total, lactosa y calorías en una sola lectura.  
Una capa muy fina de leche materna (<100 µm) se expone a radiación cercana 
al infrarrojo. Para el cálculo de cada macronutriente, el instrumento usa la 
cantidad de radiación absorbida por los diferentes grupos funcionales en las 
diferentes longitudes de onda y realiza una estimación comparando la cantidad 
de luz cercana al infrarrojo absorbida frente al agua destilada en la misma 
longitud de onda.  
El valor de “grasa” proporcionado por el instrumento corresponde a la fracción 
liposoluble de la muestra, incluyendo triglicéridos, diglicéridos, ácidos grasos 
libres, fosfolípidos y colesterol.  El valor de “nitrógeno total” corresponde a la 
suma del contenido de sustancias (proteínas y no proteínas) que contienen 
nitrógeno. Este valor se multiplica por un factor de conversión de 6,25. El valor 
“lactosa” corresponde a la suma del contenido de lactosa y oligosacáridos. 
Para el cálculo del valor de energía de la muestra, el instrumento utiliza la 
fórmula Kcal/dL= 9,25 x “grasa”  + 4,40 x “nitrógeno total ”+ 3,95 x “lactosa”. 
El fabricante calibra el instrumento utilizando una serie de muestras de leche 
materna  con diferentes concentraciones de grasa, proteína y lactosa. Para la 
calibración interna del instrumento, se emplea diariamente la solución MIRIS 
CHECK proporcionada por el fabricante que corrige cualquier nivel de 
transmisión y evita la necesidad de calibración del instrumento.  
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Para la calibración externa (comparación y ajuste del instrumento con los 
resultados obtenidos empleando las técnicas de análisis de  macronutrientes 
de leche materna de referencia) el instrumento fue calibrado inicialmente en 
fábrica (se emplearon los métodos Roese-Gottlieb para la grasa; Kjeldahl para 
nitrógeno total y cromatografía de alta rendimiento para la lactosa).  Para 
recalibrar el instrumento, con frecuencia annual, se emplean al menos dos 
muestras de leche materna con diferentes concentraciones analizadas con el 
instrumento y remitidas para el análisis a un labororio de referencia certficado 
por la empresa ENAC y que sigue las instrucciones contenidas en la norma 
UNE-EN ISO/IEC 17025: 2005 para el análisis físico-químico de las muestras 
de leche materna. El laboratorio emplea los métodos Röse-Gottlieb para la 
grasa, Kjedahl para el nitrógeno total y gravimétrica para los sólidos totales. El 
valor de lactosa se obtiene de substraer al valor de sólidos totales el valor de 
grasa y nitrógeno total obtenido. Se realiza un análisis de regression lineal y los 
resultados son introducidos en el instrumento siguiendo las instrucciones del 
fabricante. El valor del factor de correlación para cada nutriente se considera 
válido solo si éste es mayor o igual a 0,8 Los valores correspondientes en el 
momento del estudio para grasa, nitrógeno total, lactosa y sólidos totales 
fueron de 0,9, 0,81, 0,9 y 0,9.  
El analizador de leche humana MIRIS® tiene unos valores de repetibilidad 
menores del 0,05%. Realizamos un estudio preliminar de repetibilidad en el 
que obtuvimos resultados similares. Se analizaron 10 muestras de leche fresca 
y 10 muestras de leche descongelada. Los coeficientes de correlación 
intraclase obtenidos para el contenido graso, de nirógeno total, lactosa y 
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calorías fueron respectivamente de 99,7 % (99,5; 99,9), 98,3% (96,7; 99,9),         
94,2% (89; 99,5) and 99,5% (99,3; 99,9). 
Análisis estadístico 
Las características de las donantes y las muestras se expresaron como media 
y desviación estándar (puesto entre paréntesis) para las variables continuas y 
frecuencias relativas y absolutas para las variables categóricas. La distribución 
del contenido graso, de nitrógeno total, lactosa y energía en los diferentes 
tiempos de congelación se representaron con un diagrama de cajas. Se 
incluyeron gráficos de dispersión (scatter plots) para mostrar la correlación 
entre las diferentes medidas de la misma variable a lo largo del tiempo de 
congelación. 
Los cambios en el contenido nutricional y calórico de las muestras de leche 
donada a lo largo del tiempo se exploraron con un modelo mixto de regresión 
lineal con 3 niveles. Los tres niveles de datos se corresponden con las 
observaciones repetidas a lo largo del tiempo (nivel 1) agrupadas con las 
muestras (nivel 2) y agrupadas por ultimo con las mujeres donantes (nivel 3). 
Este modelo permite cuantificar el exceso de variabilidad en las variables 
resultado y la inclusión de las muestras de leche materna con datos 
incompletos a lo largo del tiempo. El modelo estima los cambios en la variable 
de resultado a lo largo del tiempo para los dos conjuntos de comparaciones:     
1) “antes y después de la pasteurización” y 2) muestras postpasteurización y 
las correspondientes a los diferentes puntos temporales según el tiempo de 
congelación transcurrido (30, 60, 90, 120, 150 y 180 días). Se estudió la 
tendencia valorando la linealidad, y los términos cuadráticos y cúbicos. Para 
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cada macronutriente, los modelos de regresión “finales” proporcionaron valores 
de la media y sus intervalos de confianza (IC) del 95% y diferencias medias     
(y su IC 95%) entre periodos ajustadas por las covariables tiempo de 
congelación previo a la pasteurización, tiempo de lactancia y edad gestacional 
del hijo al nacimiento. Los datos se analizaron con el programa Stata 10 
Software . 
Resultados 
Se recogieron un total de 34 muestras de leche congelada, donadas por 28 
mujeres. La edad media de las donantes fue de 34,04 años (4,07). La edad 
gestacional media de los hijos al nacer fue de 36,59 semanas (4,30); el 14% 
(4/28) de las mujeres dieron a luz antes de la semana 32 de gestación; el 14% 
(4/28), entre la semana 32 y 36 y finalmente un 72% (20/28), en la semana 37 
o posteriormente. El tiempo medio de lactancia fue de 30,59 semanas (29,63), 
y el tiempo medio de congelación antes de la pasteurización de 42,18 días 
(26,35). 
Los valores medios y el IC del 95% de la muestra inicial (“prepasteurización”) 
fueron 4,88 (4,18; 5,58) g/dl para la concentración de grasa, 1,03 (0,96; 1,09) 
g/dl para el nitrógeno total, 6,03 (5,92; 6,14) g/dl para la lactosa y 73,62 (67,42; 
79,82) kcal/dl para el contenido calórico.  
o Efecto de la pasteurización Holder en la leche materna 
Se observó una disminución significativa de la concentración de grasa y 
calorías después de haber sido sometidas a la pasteurización Holder. La 
diferencia fue de -0,17 (-0,29; -0,04) g/dL para la grasa y -2,03 (-3,60;       
-0,46) g/dL para el contenido calórico. La reducción porcentual media 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 87	  
fue de 3,5% y 2,8% respectivamente. Sin embargo, no existió variación 
en la concentración de nitrógeno total (valor de p=0,61) o lactosa          
(p =0,20). Los resultaddos no se vieron modificados tras el ajuste por las 
covariables descritas en el apartado material y métodos.  
o Efecto de la congelación a -20 ºC en la leche pasteurizada 
La Figura 1 y Tabla1 muestran la distribución del contenido de grasa, 
nitrógeno total, lactosa y calórico de la leche pasteurizada en los 
diferentes cortes temporales determinados por el tiempo de congelación. 
Corresponden al día postpasteurización o día 0 y 30, 60, 90 120, 150 y 
180 días después. La proporción de las alícuotas perdidas para las 4 
variables resultado en los 7 cortes temporales fue del 4,5% (50/ 1250). 
En la Figura 2 se representa la dispersion de las variables resultado 
medidas a lo largo del tiempo. Globalmente, las magnitudes de las 
correlaciones decrecen con el tiempo.  
Los cambios en los nutrientes y contenido calórico de la leche 
pasteurizada a lo largo del tiempo de congelación fueron explorados con 
modelos mixtos de regresión. Se observó que seguían una relación de 
linearidad cuyos resultados se incluyen en la Tabla 1.  
Se observó una disminución significativa de la concentración de grasa, 
lactosa y del contenido calórico. No se observaron cambios significativos 
para el contenido de nitrógeno total. Las diferencias medias entre el día 
0 (muestra postpasteurización) y el día 180 fue de -0,13 (-0,21; -0,06) 
g/dL para la grasa, -0,08 (-0,13; -0,03) g/dl para la lactosa y -1,55 (-2,38; 
-0,71) kcal/dl para el contenido calórico. Los descensos relativos 
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respectivos para grasa, lactosa y calorías fueron del 2,8%, 1,7% y 2,2%. 
Para las 4 variables resultado, el ajuste de las covariables no modificó la 




TABLA 1. Concentraciones de grasa, nitrógeno total, lactosa y calórico de leche pasteurizada durante 180 días de congelación 
ajustado por 3 variables (tiempo de congelación previo a la pasteurización, tiempo de lactancia y edad gestacional del hijo al 
nacimiento). Modelos de regresión mixta y tendencia lineal. (N=34). 
* La pendiente de tendencia lineal corresponde al valor del descenso de cada nutriente por día de congelación. Es significativo para la 
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0.006 
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(-0.59; -0.17) 
0.001 
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FIGURA 1 Los 4 diagramas de caja muestran la distribución de la concentración de grasa, nitrógeno total, lactosa y energía en 
los diferentes cortes de tiempo de congelación (día postpasteurización ó 0, 30, 60, 90 120, 150 y 180 días). Las cajas muestran 
los valores comprendidos entre los percentiles 75 y 25 (rango intercuartílico) y la línea horizontal que corta la caja corresponde al 
valor de la mediana. Los bigotes, las líneas que se extienden desde la caja, se extienden hasta los valores máximo y mínimo de 
la la serie o hasta 1.5 veces el rango intercuartílico (valores comprendidos entre el percentil 75 y 25) Los rombos muestran 
posibles valores atípicos o “outliers” que se encuentran fuera de estos límites.  
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FIGURA 2. Gráficos de dispersión (scatter-plots)  muestran la correlación entre las medidas de los individuos a lo largo del 
tiempo para cada una de las variables resultado (grasa, nitrógeno total, lactosa y calorías). Las magnitud de la correlación 




En nuestro estudio observamos que tanto la pasteurización Holder como la 
congelación posterior a -20ºC producía un descenso significativo de la 
concentración de grasa de la leche materna. La concentraciones de nitrógeno 
total y la lactosa no se vieron afectadas por la pasteurización Holder pero sí por 
la congelación posterior. En el momento de ser publicado este trabajo, no 
existían otros previamente publicados que estudiaran el impacto de la 
congelación a -20ºC en la leche materna pasteurizada.  
Los valores de grasa, nitrógeno total, lactosa y calorías mostraron una gran 
variabilidad en nuestra muestra. Estos resultados son acordes con los 
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encontrados en estudios previos (60-61, 138). No se incluye la discusión 
relativa a la variabilidad en el contenido calórico, ya que la misma es calculada 
por el Analizador de leche humana MIRIS a partir de los valores de los 3 
macronutrientes previamente mencionados.  
En un estudio previo (127) de nuestro equipo investigador, se observó una 
disminución del contenido graso de la leche materna fresca secundaria a la 
congelación. Se empleó el Analizador de Leche Humana MIRIS y esta 
disminución fue justificada por un aumento en la concentración de ácidos 
grasos oxidados que no son leídos por el instrumento.  
La edad gestacional del hijo al nacimiento, el tiempo previo de congelación 
antes de ser pasteurizada y el tiempo de lactancia se incluyeron en el análisis 
estadístico multivariante, ya que estas tres condiciones pueden influir en el 
estado antioxidante de la leche materna (132-35, 140, 144) y por tanto de la 
concentración de ácidos grasos oxidados y la lectura final del Analizador de 
Leche Humana.  En el análisis multivariante, se observó que ninguna de estas 
variables modificó de forma significativa ni la concentración de grasa ni de 
calorías tanto durante la pasteurización como la congelación posterior.  
El tiempo de congelación antes de la pasteurización (18-68 días) estaba dentro 
del los límites aceptables definitdos para nuestro Banco de Leche (hasta             
90 días). 
A continuación vamos a comentar en primer lugar cómo afectó la 
pasteurización Holder las concentraciones de grasa, nitrógeno total y lactosa.  
Con respecto a la grasa, observamos una disminución en su concentración tras 
ser pasteurizada. A diferencia de nuestros resultados, Fidler (104) no encontró 
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ningún cambio en la concentración de grasa  de la leche materna cuando era 
pasteurizada. Se emplearon muestras de leche fresca (no habían sido 
previamente congeladas) y la medición de la concentración grasa se realizó 
con métodos gravimétricos. Sin embargo, Viera (107) observó un descenso 
significativo de la grasa (descenso medio del 5,5% versus 3,5% en nuestro 
estudio). De nuevo eran muestras de leche fresca y se empleó un instrumento 
que empleaba tecnología  de espectometría cercana al infrarrojo, como el 
Analizador de Leche Humana. Wardell (94) demostró asimismo que el 
contenido de triglicéridos disminuyó tras pasteurizar con el método Holder la 
leche materna. Asimismo, se ha observado que la pasteurización Holder 
disminuye drásticamente la actividad de la enzima lipasa dependiente de 
ácidos biliares que contiene la leche materna (102, 146). 
En nuestro estudio, se reprodujo la práctica habitual de los Bancos de Leche. 
La leche donada es mantenida en congelación a -20ºC antes de ser 
descongelada para ser pasteurizada. Se ha observado que el proceso de 
congelación-descongelación altera la membrana del glóbulo de grasa y facilita 
la acción de la enzima lipasa sobre el núcleo de triglicéridos. Secundariamente, 
se aumenta la concentración de ácidos grasos libres, muy susceptibles a ser 
oxidados (80, 92, 94, 120). Incluso considerando que la actividad de la enzima 
lipasa se ve muy afectada durante la pasteurización, el proceso previo de 
congelación-descongelación necesario para pasteurizar la leche materna, 
aumentaría la concentración de ácidos grasos oxidados, que no son leídos por 
el Analizador de leche humana. Esto podría explicar la disminución de grasa 
que observamos tras la pasteurización.  
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La oxidación de la grasa supone una descenso de la capacidad antioxidante 
global de la leche materna. Así, Silvestre (148) observó que la capacidad 
antioxidante global de la leche materna disminuía tras ser pasteurizada con el 
método Holder. Sin embargo, Elisia (149) demostró que la concentración de 
malondialdehído y hexanal (parámetros que permiten medir la oxidación de 
ácidos grasos) así como la capacidad antioxidante global no se modificaban 
cuando la leche era pasteurizada. No obstante, conviene señalar que estas 
muestras fueron conservadas antes de ser pasteurizadas a una temperatura de 
-80ºC inmediatamente tras ser extraídas y que el tiempo total de congelación 
antes de ser pasteurizadas fue de 14 días. La congelación a -80ºC y el tiempo 
de consevación mucho más corto podrían haber reducido de forma muy 
importante la lipolisis de las grasas, su suceptibilidad a ser oxidadas y la 
capacidad antioxidante total de la leche materna. Estudios previos han 
demostrado que no se observa lipolisis significativa a la temperatura de -80ºC 
(81, 149).  
En nuestro estudio, las muestras fueron congeladas a -20ºC, como en la 
mayoría de los Bancos de Leche en el mundo. Ha sido demostrada que a esta 
temperatura existe una lipolisis significativa (80, 94-5, 97, 120). Además, el 
tiempo medio de congelación fue más prolongado que en el trabajo de Elisia 
(149). Ambas condiciones que favorecen la lipolisis y por tanto la oxidación de 
ácidos grasos, podrían justificar el descenso observado de la concentración 
grasa secundaria a un aumento de la concentración de ácidos grasos 
oxidados.  
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Continuando con el impacto de la pasteurización Holder, si consideramos el 
contenido de nitrógeno total, encontramos, al igual que Silvestre (79), que no 
se veía modificado. Sin embargo, Viera (107) encontró una disminución 
significativa.  
Para la lactosa, al igual que Viera (107) no se observó modificación en su 
concentración. En el momento de redacción de nuestro estudio, no existían 
otros trabajos publicados acerca del impacto de la pasteurización Holder sobre 
el contenido de lactosa de la leche materna.  
Si consideramos cómo afectó la congelación a -20ºC una vez la leche materna 
había sido pasteurizada, observamos un descenso significativo de carácter 
lineal para la grasa, lactosa y calorías.  
Tras 6 meses de congelación, observamos un descenso del 2,9% en la 
concentración de grasa, valor considerablemente menor que el descrito en 
leche materna fresca que se congeló durante 3 meses en un estudio realizado 
previamente por nuestro equipo investigador (127). Como ya se ha señalado 
previamente, la pasteurización Holder supone una alteración en la actividad 
biológica de múltiples enzimas de la leche materna, entre las que se 
encuentran las lipasas (93, 142, 146). Por lo tanto, la actividad lipasa en la 
leche pasteurizada es mucho menor y por tanto es esperable que se produzca 
mucha menor lipolisis.  
El aumento observado de nitrógeno total podría justificarse por la 
homogeneización subóptima de la muestra. La leche materna, especialmente 
tras periodos prolongados de congelación, tiende a formar precipitados 
proteicos por desestabilización de las micelas de caseína y alteración de la 
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estructura cuaternaria de las proteínas. A pesar del empleo de ultrasonidos 
previo a su análisis, las homogeneización de las muestras podría haber sido 
subóptima y por tanto haberse visto alterada su lectura en el Analizador de 
Leche Humana.  
Observamos por último un modesto descenso de la concentración de lactosa. 
Pardou (74) no observó diferencias en la concentración de lactosa de muestras 
de leche materna fresca congeladas a -20ºC durante sólo 8 días.  
Aunque los cambios en la concentración de nutrientes que observamos en 
nuestro estudio tras la pasteurización Holder y posterior congelación fueron de 
pequeña magnitud por separado, el efecto aditivo sobre la grasa fue del 6,2% 
(3,5% tras la pasteurización y 2,7% tras la congelación de la leche 
pasteurizada). Si además consideramos el efecto negativo de la congelación a 
-20ºC previo a la congelación (127), el proceso de descongelación y de la 
administración (94, 112-20, 151-2), la magnitud del impacto sería clínicamente 
mucho mayor. Considerando el papel clave de la nutrición en la evolución 
clínica  de los neonatos muy prematuros, el estudio del impacto de los métodos 
de procesamiento y conservación empleados en los Bancos de Leche humana 
sobre la leche materna cobra una especial relevancia.  
Una limitación de nuestro estudio es que el Analizador de Leche Humana sólo 
mide el contenido de grasa de forma global. Sería muy deseable conocer en 
qué medida se ven afectados cada uno de los elementos de la grasa con  
diferentes funciones biológicas (triglicéridos, ácidos grasos poliinsaturados de 
caden larga, fosfolípidos, colesterol y vitaminas liposolubles).  
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La evidencia científica sobre el impacto negativo del procesamiento y 
conservación de la leche materna en las propiedades de la leche materna está 
aumentando de forma considerable (66, 74, 92, 102, 107, 112-120, 145-47,            
151- 52). En nuestro estudio, se ha demostrado el impacto nutricional de la 
pasteurización Holder sobre la leche materna y, por primera vez, se ha 
proporcionado información relativa a los efectos negativos de la congelación a   
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Tercera publicación 
Tipo de homogeneización y pérdida de grasa de la leche 
materna durante su infusión continua.   
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Muestras 
Las muestras fueron extraídas por donantes de leche materna del Banco de 
Leche del Hospital 12 de Octubre en Madrid, España. Todas las partipantes 
firmaron un consentimiento informado previo a su participación. El comité ético 
del Hospital 12 de Octubre aprobó el estudio. Las donantes se extrajeron las 
muestras de leche en su domicilio de forma manual o con sacaleches. Se 
recomendó un vaciamiento completo del pecho durante la extracción. Se 
almacenó la leche en recipientes de cristal y se congeló antes de ser 
transportada al Banco de Leche. Las muestras tenían un volumen mínimo de  
65 ml.  
Preparación de las muestras (Figura 1) 
Una vez fueron recibidas en el Banco de Leche, las muestras fueron 
conservadas a una temperatura de congelación de −20 °C hasta el momento 
de ser procesadas. Fueron descongeladas en un baño termostático a 40°C y 
se descartó el volumen de leche que excedía los 65 ml. Las muestras fueron 
homogeneizadas con ultrasonidos para garantizar que se obtenían muestras 
iniciales homogéneas. El modelo de instrumento empleado para homogeneizar 
con ultrasonidos fue el VCX130 (Sonics and Material, Connecticut, USA).               
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Los parámetros empleados fueron 75% amplitud y tiempo de 1.5 s por cada mL 
de leche.  
En una muestra preliminar realizado por nuestro equipo investigador, un 
contador de partículas tipo Coulter (analizador de tamaño de partículas 
mediante tecnología de difracción laser; modelo Beckman Coulter, Brea, CA) 
se utilizó para medir el tamaño de los glóbulos de grasa en muestras de 4 ml. 
Aplicando los parámetros 75% de amplitud y tiempo de 1-5 segundos por cada 
ml de leche, más del 99% de los glóbulos de grasa tenían un diámetro menor 
de 1 µm.  Se extrapolaron los resultados obtenidos al volumen de nuestras 
muestras.  
Un alícuota (identificada como muestra “post-homogenización inicial”) se 
analizó antes de que el resto de volumen de la muestra fuera separada en 3 
alícuotas de 20 ml y congeladas de Nuevo a -20ºC . La identificación de estas 
tres muestras de 20 ml fue “A” (agitación basal), “B” (agitación horaria) y “C” 
(ultrasonidos). 
Congelamos las alícuotas resultantes durante 48 horas para minimizar el efecto 
de la homogeneización con ultrasonidos inicial y poder evaluar de forma más 
precisa el impacto de las diferentes formas de homogeneización en la infusión 
continua de leche. Tras 48 horas de congelación, las 3 alícuotas fueron 
calentadas en un baño termostático a 40ºC hasta que quedaba el 50% de la 
superficie del núcleo de hielo. La descongelación finalizó en el frigorífico a una 
temperatura de 4°C. Una vez se completó la descongelación, se extrajeron de 
la nevera y se dejaron a temperatura ambiente hasta que alcanzaron dicha 
temperatura. Además, cada alícuota recibió una “agitación basal”, que consistía 
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en agitar realizando un movimiento de balanceo en arco en 10 ocasiones. Esta 
segunda descongelación y homogeneización posterior pretenden reproducir 
nuestra práctica clínica en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales.  
Posteriormente, se separaron 2 ml de leche para el análisis de su contenido de 
grasa y calórico.  Se transfirieron los 20 ml de las alícuotas “A” y “B” a sendas 
jeringas con boquilla excéntrica de 20 ml de capacidad (Pentaferte SpA, 
Campli, Italia). Se aplicaron ultrasonidos a la leche de la alícuota “C” 
empleando el mismo dispositivo previamente descrito y los parámetros 75% de 
amplitud y 30 segundos antes de transferir la leche de esta alícuota a la jeringa 
correspondiente. Como consecuencia de la aplicación de ultrasonidos, se 
observó un ascenso máximo de 4ºC en todas las muestras de leche materna 
de nuestros estudio, tanto par las que tenían volúmenes de 2, 20 o 65ml. 
Se unió a cada una de las jeringas una “alargadera” de 150 cm de longitud 
(Pentaferte SpA, Campli, Italia) y se conectó a una sonda de alimentación de 
50cm de longitud y 6 F de diámetro interno (Maxter-catheters, Marseille, 
Francia). Las jeringas fueron colocadas en una bomba de infusión enteral 
(Alaris®, Carefusion, San Diego, CA, Estados Unidos) y se programó un ritmo 
de 2 ml/h durante 4 horas (volumen a infundir 8 ml). La bomba se colocó en 
una barra de metal con un adaptador especial para inclinarla a 45º. Este 
procedimiento para la infusión continua de la leche materna supone una rutina 
en nuestro Servicio de Neonatología.  
Durante la infusión de la alícuota “B”, con una frecuencia horaria (a la hora, 2 y 
3 horas), la bomba de la alícuota fue parada, la jeringa fue desconectada y 
agitada realizando un movimiento de balanceo en arco durante 10 ocasiones. 
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Finalmente, la jeringa fue colocada de nuevo en la bomba y se reanudó la 
infusión. 
La leche materna que fluía del final de cada sonda de alimentación fue 
recogida en tubos de ensayo. La leche correspondiente a una hora de infusión 
fue separada para ser analizada. Tras finalizar la infusión, no se empujó el 
émbolo de las jeringas para arrastrar la leche residual contenida en la jeringa, 
alargadera o sonda.  
Análisis de las muestras 
Las muestras fueron analizadas empleando el Analizador de Leche Humana 
MIRIS® (Uppsala, Suecia) que mide la concentración de grasa y calorías. 
Además, el instrumento proporciona el cotenido de nitrógeno total y lactosa.  
El valor de “grasa” que mide el instrumento correponde con la fracción total de 
grasa de la leche materna, incluyendo triglicéridos, diglicéridos, ácidos grasos 
libres, fosfolípidos y colesterol. Para calcular el contenido calórico, el 
instrumento utiliza la siguiente fórmula:  
(Kcal/dl) = 9.25 x‘‘grasa’’ +4.40 x ‘‘nitrógeno total” + 3.95 x‘‘lactosa”. 
Considerando la calibración externa del instrumento, el Analizador de Leche 
Humana fue inicialmente calibrado por el fabricante empleando el método de 
referencia de laboratorio para medir grasa de Roese-Gottlieb. En el momento 
del estudio, se había realizado una calibración externa del instrumento 
remitiendo 5 muestras de leche materna con diferentes concentraciones a un 
laboratorio español con la certificación de la norma UNE-EN ISO/IEC 17025: 
2005 para el análisis físico-químico de la leche materna. Se realizó un análisis 
de regresión lineal y los resultados se introdujeron en el instrumento siguiendo 
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las instrucciones del fabricante. Un valor de correlación se considera 
acceptable para cada nutriente si es igual o mayor a 0,8. El corresponidiente 
valor de correlación para la grasa fue de 0,9.  
Con respecto a la repetibilidad del Analizador de Leche Humana, el coeficiente 
de variación intra-ensayo y su intervalo de confianza para la grasa fueron de 
99,7 % (99,5; 99,9). 
Análisis estadístico 
Se calculó un tamaño muestral de 15, considerando una desviación estándar 
(DS) de 0,5 g/dl para el contenido de grasa y un coeficiente de correlación 
entre las muestras de 0,8 y una diferencia media durante el análisis de 0,25 
g/dl. Los valores utilizados para el cálculo muestral fueron extraídos del análisis 
de los datos nutricionales de los lotes procesados en el Banco de Leche 
humana y contenido en su base de datos correspondiente. 
Se empleó la prueba de Student de muestras apareadas para comparar la 
muestra original (muestra post-homogeneización inicial) con la inicial de los tres 
grupos de homogeneización.  
Los cambios en el contenido nutricional a lo largo del tiempo de infusión de las 
muestras de leche materna se exploraron con modelos mixtos de regresión 
lineal. Los modelos permitieron una estimación de los cambios en el contenido 
medio y sus intervalos de confianza del 95% (IC) para los tres grupos de 
homogeneización durante el tiempo de infusión (diferencias entre los grupos, 
cambios a lo largo del tiempo de infusión e interacción tiempo-grupo).  
Los datos se analizaron con el programa estadístico Stata 10 Software 
(StataCorp. 2007). 
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RESULTADOS 
16 mujeres donaron 16 muestras. El valor medio y su DS de la concentración 
de grasa y calorías de la muestra original (muestra post-homogeneización 
inicial) fue de 3,54 (0,98) g/dl y  69,63 (11,16) kcal/dl, respectivamente. 
El valor medio y su DS para la edad matera fue de 33,1 (5,4) años.  La edad 
gestacional media de los hijos de las donantes al nacimiento fue de 35,1 (5,8) 
semanas; la edad gestacional al nacimiento osciló entre las 24 y 41 semanas. 
El 37,5% de las donantes dieron a luz a niños antes de la semana 37 de 
gestación (prematuros). La mediana e intervalo intercuartílico del tiempo de 
lactancia (días postparto transcurridos cuando la muestra fue extraída) y el 
tiempo de congelación previo (número de días desde que la muestra fue 
extraída y congelada hasta el primer análisis) fue de 57,5 (27,75; 232) días y 
53,5 (42; 79,5) días, respectivamente. 
La Tabla 1 muestra los valores de la concentración de grasa y calórico de la 
muestra “post-homogeneización inicial” y las 3 muestras iniciales de los tres 
grupos de homogeneización (denominados “A”, “B” y “C”) tras 48 horas de 
congelación y antes de iniciarse la infusión continua.  
No se observaron diferencias para las variables grasa y contenido calórico sin 
comparamos los valores de las muestras iniciales de los 3 grupos de 
homogeneización antes de iniciarse la infusión continua.  
La Figura 2 muestra la evolución de la concentración de grasa y calorías a lo 
largo de las 4 horas de infusión para los tres grupos de homogeneización.  
Para la grasa, se observó una disminución significativa horaria  para los tres 
grupos de homogeneización. El menor descenso se observó en el grupo “B” o 
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“Agitación Horaria” (p<0,001).  El valor medio horario del cambio y su intervalo 
de confianza (IC) para los grupos B (Agitación Horaria), A (Agitación Basal) y C 
(ultrasonidos) fue respectivamente de −0,03 (−0,04; −0,01), −0,09 (−0,11; 
−0,07) y −0,09 (−0,11; −0,07) g/dl.  
Para las calorías, se observó una disminución significativa horaria  para los tres 
grupos de homogeneización. De nuevo, el menor descenso se observó en el 
grupo “B” o “Agitación Horaria” (p<0,001). El valor medio horario del cambio y 
su intervalo de confianza (IC) para los grupos B (Agitación Horaria), A 
(Agitación Basal) y C (ultrasonidos) fue respectivamente de −0,31 (−0,46; 
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. FIGURA 1. Descripción del diseño del estudio 
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TABLA 1.  
Impacto de la congelación durante 48 horas y descongelación sobre el contenido de grasa y calórico de las 
muestras antes de su infusión continua (N=16). Se empleó la prueba de Student para datos apareados para la 
comparación de la muestra original (“post-homogeneización inicial”) con las muestras iniciales de los 3 grupos de 
homogeneización. Todos los valores están expresados como media y su desviación estándar (entre paréntesis). Las 
muestras “A” (“Agitación Basal”), “B” (“Agitación horaria”) y “C” (“Ultrasonidos”) fueron congeladas durante 48 horas 
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Valor p  p<0,001 p<0,001 p<0,001 
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FIGURA 2. Evolución temporal del contenido nutricional durante su administración. Se 
muestran los valores medios observados para cada grupo (BA correponde a “Agitación 
Basal”, HA correponde a “Agitación Horaria” y US corresponde a “Ultrasonidos”). Las líneas 
representan la unión de las medias estimadas a lo largo del tiempo de los tres grupos de 
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Este estudio muestra que cuando la leche materna es continuamente infundida 
durante 4 horas en una bomba de alimentación, la pérdida de grasa es menor 
si la jeringa que contiene la leche es agitada con una frecuencia horaria (4% de 
pérdida) que si es homogeneizada con ultrasonidos previamente a su infusión 
(12%) o si no se aplica ningún tipo de homogeneización adicional, salvo la 
“agitación basal” aplicada a los tres grupos (12%).  
La  “agitación basal” es una forma de homogeneización que reproduce la 
práctica habitual en nuestra Unidad de Cuidados Intensivos Pediátricos y que 
fue aplicada a los tres grupos del estudio. Consiste en agitar de forma suave 
con un movimiento de balanceo en arco la jeringa que contiene la leche. Este 
movimiento se repite en 10 ocasiones.  
Identificar un método de homogeneización de la leche materna que minimice la 
pérdida de grasa durante su infusión es crucial para el crecimiento de los 
recién nacidos prematuros o enfermos ingresados. Además, algunos 
elementos con importante actividad biológica como las vitaminas liposolubles, 
que forma parte del componente graso de la leche, podrían también perderse. 
Hasta el momento actual, no había sido publicado ningún trabajo que 
comparara la agitación manual horaria de la jeringa con la aplicación de 
ultrasonidos antes de ser iniciada la infusión de la leche.  
En nuestro trabajo, empleamos leche congelada. Con frecuencia, la leche 
materna ha de ser congelada en las Unidades Neonatales. Los niños muy 
prematuros o muy enfermos pueden estar a dieta o ser alimentados con 
pequeñas cantidades de leche materna en los primeros días o incluso semanas 
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de vida. Este excedente de leche tiene que ser conservado. La congelación es 
la forma idónea de congelación de la leche materna a largo plazo, ya que 
ofrece garantías de conservación de la mayor parte de sus propiedades. Por 
otro lado, la congelación-descongelación reduce el riesgo de transmisión del 
Citomegalovirus a través de la leche materna. Por ello, algunas Unidades 
Neonatales la emplean de forma rutinaria (33). 
La concentración media de grasa de nuestra muestra fue similar a la de 
estudios previamente publicados (113-114, 116). 
Se eligió un ritmo de infusión de 2 ml a la hora porque se ha demostrado que 
cuanto más lento es el ritmo de infusión mayor es la pérdida de grasa 
observada (112-113). Con este ritmo, el volumen total de leche infundida a lo 
largo de un día sería de 50 ml por kilogramo y por día para un prematuro con 
un peso al nacimiento de 1000 gramos o una nutrición enteral trófica para 
neonatos prematuros tardíos.  
La pérdida de grasa al final de la infusión que observamos en nuestro estudio 
fue de menor magnitud que las publicadas con anterioridad (112-117). La 
diferencia puede ser explicada porque en los tres grupos de homogeneización 
del estudio, se utilizaron jeringas con boca excéntrica, se colocó un adaptador 
específico para inclinar las jeringas durante la infusión a 45º y se  aplicó una “ 
agitación basal” ya descrita previamente. Estas prácticas, que reproducen las 
aplicadas de forma rutinaria en nuestra Unidad Neonatal, han demostrado 
previamente que disminuían la pérdida de grasa al final de la infusión de la 
leche materna (112-113, 115). 
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Por otro lado, es conveniente comentar que se aplicó una primera 
homogeneización con ultrasonidos a la muestra original antes de ser dividida 
en 3 alícuotas de 20 ml, que fueron congeladas durante 48 horas antes de ser 
descongeladas para ser infundidas. Aunque esta primera homogeneización 
pudiera haber afectado la pérdida final de las 3 alícuotas, nos permitió 
garantizar la homogeneidad de las 3 alícuotas iniciales; aspecto primordial para 
que nuestros resultados fueran válidos. La “agitación basal” de la jeringa antes 
de iniciarse la infusión fue aplicada por igual a los tres grupos de 
homogeneización. Conviene destacar que en estudios previos, no hemos 
encontrado referencias en la metodología que garantizaran la homogeneidad 
de las muestras iniciales de los grupos que se compararan (112-117).  
En un estudio publicado con anterioridad (115), se observó que la agitación 
regular de las jeringas que contenían la leche materna disminuía de forma 
eficaz la grasa adherida a las superficies de jeringas, tubos y sondas. En este 
estudio, las jeringas eran agitadas cada media hora o cada hora, pero no se 
especificaba cómo se agitaban las mismas. Debido a que la agitación de las 
jeringas requiere mucho tiempo por parte de los profesionales sanitarios 
encargados, no es factible incorporarlo en la práctica rutinaria de las Unidades 
Neonatales. Sería muy deseable el diseño de nuevos dispositivos que 
permitieran agitar las jeringas de forma regular y así reducir la pérdida de grasa 
de forma significativa.  
En nuestro estudio, observamos que la pérdida de grasa fue similar cuando se 
aplicaban ultrasonidos a la leche materna antes de colocar la leche en la 
jeringa y comenzar la infusión que cuando no se aplicaba ninguna 
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homogeneización adicional aparte de la “agitación basal” ya descrita. Se 
observó un aumento máximo de 4ºC tras la aplicación de ultrasonidos. 
Martínez (117) empleó ultrasonidos en la leche materna antes de ser infundida 
con una bomba y observó una disminución en la pérdida de grasa del 41%. En 
nuestro trabajo la diferencia fue de un 8%. Esta diferencia podría ser justificada 
por el uso de un dispositivo para aplicación de ultrasonidos diferente, así como 
la selección de otros parámetros de potencia y tiempo.  
Entre las preocupaciones relativas al empleo de ultrasonidos sobre la leche 
materna se encuentra el posible impacto sobre los elementos bioactivos de la 
misma, ya que su empleo conlleva un aumento de la temperatura de la leche 
materna. Además, la sonda del dispositivo que aplica ultrasonidos (no 
desechable) podría contaminar las muestras. El impacto de aplicar ultrasonidos 
en la leche materna fueron estudiados en un trabajo previo (152). Los autores 
concluyeron que si la temperatura final era menor de 45ºC no se observaban 
cambios en la concentración de inmunoglobulinas ni lactoferrina pero 
sobrevivían todas las bacterias presentes. Sin embargo, si la temperatura 
superaba los 55ºC, todas las bacterias eran eliminadas pero las 
concentraciones de lactoferrina e inmunoglobulinas disminuían 
significativamente. 
Observamos en nuestro estudio una disminución del 15% en la concentración 
de grasa tras congelar las alícuotas durante 48 horas y descongelarlas a 4ºC. 
Esto puede ser justificado por la lipolisis asociada a estos procesos (81, 93, 
127).  
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Una limitación de nuestro estudio es que partimos del supuesto de que la 
pérdida de grasa estaba justificada por su adherencia a las superficies 
plásticas de sondas, tubos y jeringas. Este hecho ha sido observado en un 
estudio previo (119), pero nuestro estudio no fue diseñado para medir 
directamente la grasa que permanecía adherida a los dispositivos de plástico.  
La adhesión de la grasa a las jeringas, sistemas y sondas de alimentación 
durante su infusión ha sido descrita para la leche descongelada (112-117). 
Este fenómeno probablemente ocurra en la leche materna pasteurizada; sin 
embargo, no hemos encontrado trabajos publicados que lo estudien. Algunos 
hechos podría justificar un comportamiento diferente, respecto a la pérdida de 
grasa de la leche materna durante su infusión, en la leche fresca, cruda 
descongelada y pasteurizada. Cuando la leche materna es congelada a -20ºC,  
se produce una ruptura de la membrana del glóbulo de grasa que permite la 
acción de las lipasas y por tanto una lipolisis activa (81, 120). Esto favorece la 
creación de una “crema” que se adhiere fácilmente a las superficies de plástico, 
hecho especialmente importante si la leche no es adecuadamente 
homogeneizada previamente. La pasteurización, por otro lado, afecta en gran 
medida la actividad de las enzimas lipasas, lo que podría también influir en la 
pérdida final de grasa (102, 146).  
Otra limitación de nuestro trabajo es que el rango de edades gestacionales de 
los hijos de las donantes, el tiempo de congelación previo y de lactancia era 
muy amplio. Aunque esta heterogeneidad muestra la realidad habitual de las 
Unidades Neonatales por la diversidad de pacientes ingresados, esto podría 
limitar la extrapolación de nuestros resultados.  
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Finalmente, otro aspecto que debemos considerar en la longitud de los 
sistemas de “alargadera” existentes para la infusión de leche materna. En 
nuestro estudio, la extensión de la sonda de alimentación y la “alargadera” era 
de 200 cm. Esto supone una extensión muy grande de superficie plástica a la 
que puede adherirse la grasa. Sería preciso acortar al máximo la extensión de 
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5.  CONCLUSIONES FINALES  
1. Tras tres meses de congelación a -20ºC, observamos un decremento 
clínicamente significativo de la medida de la concentración de grasa y 
calorías en la leche congelada cruda. La mayor magnitud del impacto es 
debida a la descongelación y por otro lado tiene carácter acumulativo, 
siendo mayor el deterioro cuanto mayor sea el periodo de tiempo en el 
que la leche permanezca congelada.  
 
2.  Una correcta homogeneización de las muestras de leche materna es 
especialmente relevante para un adecuado análisis nutricional.  
 
3. La pasteurización Holder disminuye la medida de concentración de 
grasa y calorías de la leche materna. Tras 6 meses de congelación a       
-20ºC se observa un descenso, también significativo, de la 
concentración de grasa, lactosa y calorías en la leche pasteurizada. Este 
descenso es de menor cuantía que sobre la leche cruda.  
 
4.  Cuando la leche materna descongelada es infundida a un ritmo 
continuo con una bomba de alimentación enteral, se observa una menor 
pérdida de grasa cuando las jeringas que contienen la leche materna 
son agitadas cada hora que si son homogeneizadas con ultrasonidos 
antes de su infusión o no se aplica ninguna homogeneización adicional. 
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5.  El impacto nutricional sobre la leche materna es acumulativo dado que 
la misma es sometida a multiples procedimientos y por tanto cobra una 
especial importancia minimizar las pérdidas en cada uno de los 
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6.  IMPACTO CLÍNICO Y TRASLACIONAL  
La presente tesis doctoral aporta evidencia científica del impacto nutricional de 
la conservación (congelación a  -20ºC antes y después de la pasteurización), 
procesamiento (pasteurización Holder) y administración en la calidad de la 
leche materna. Existía evidencia científica muy escasa en la materia, lo que se 
traduce en que las guías y prácticas en las diferentes partes del mundo difieran 
en gran medida en sus recomendaciones. Asimismo, abre nuevos campos para 
la investigación futura, con una relevante mejoría potencial en la nutrición de 
los recién nacidos ingresados.  
En la metodología de todos los estudios se ha pretendido reproducir la práctica 
clínica en las Unidades Neonatales y Bancos de Leche humana. 
Consecuentemente, los resultados pueden extrapolarse a la práctica clínica en 
los dos contextos citados.  
Los recién nacidos muy prematuros o enfermos suponen una población 
extremadamente susceptible a la desnutrición, lo que aumenta de forma 
importante, como ya ha sido demostrado, la mortalidad y morbilidad a corto y 
largo plazo. Los componentes bioactivos de la leche materna, por otro lado, 
suponen un elemento fundamental protector para la evolución de estos niños. 
Consecuentemente, su preservación  cobra especial relevancia.  
A raíz de los resultados del primer estudio y considerando la población de 
riesgo citada a la que se destina la leche materna en las Unidades Neonatales 
y Bancos de Leche, las recomendaciones para la conservación de la leche 
materna antes de la pasteurización no deberían superar en ningún caso los 3 
meses de congelación a -20ºC.  
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La disminución al máximo de este periodo de conservación sería muy 
deseable. Como ejemplo práctico,  en nuestro Banco de Leche, el límite de 
caducidad de la leche no pasteurizada se disminuyó de 90 a 42 días. 
Secundariamente a los resultados del segundo estudio, si consideramos la 
misma población de riesgo, el tiempo máximo de congelación de la leche 
materna una vez pasteurizada a temperatura de -20ºC,  no debería superar los 
6 meses. Se observa en este mismo estudio que el deterioro de la leche 
pasteurizada congelada a -20ºC es de menor magnitud que la leche que no 
estaba pasteurizada con anterioridad (la llamada leche cruda). Sin embargo, 
conviene destacar que este deterioro es acumulativo, aumentando conforme lo 
hace el tiempo de conservación. Por debajo del límite de caducidad de 6 
meses referido, sería muy deseable consumir la leche materna pasteurizada lo 
antes posible para minimizar el deterioro .  
Observamos además, en este segundo trabajo, que la pasteurización Holder 
tiene un impacto en el contenido nutricional de la leche. Este hallazgo viene a 
sumarse a otros efectos deletéreos demostrados de este tratamiento térmico y 
que apremian la creciente investigación actual para encontrar otras formas de 
tratamiento térmico seguras que preserven en mayor medida las propiedades 
de la leche materna.  
A pesar de homogeneizar la leche materna previamente a ser infundida a 
débito continuo con una bomba de alimentación, los resultados del último 
estudio presentado muestran una pérdida muy relevante de grasa (12%). De 
las conclusiones de nuestro trabajo, puede deducirse que el diseño de 
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sistemas de “alargadera” mucho menos extensos y de nuevos dispositivos que 
permitan una homogeneización constante de la leche materna durante su 
infusión son áreas de investigación que podrían disminuir enormemente la 
pérdida nutricional. En el momento actual, y motivado por los hallazgos de este 
estudio, se está gestionando un modelo de utilidad para homogeneizar de 
forma más óptima la leche materna durante su infusión.  
Todos los hallazgos de esta tesis doctoral se están contemplando en la 
elaboración de las Guías Clínicas de Procesamiento de los Bancos de Leche 



































Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
























Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 133	  
7. Referencias bibliográficas 
1. Koletzko, Agostoni C, Bergmann R, Ritzenthaler K, Shamir R 
     Physiological aspects of human milk lipids and implications for infant 
      feeding: a workshop report. Acta Pædiatr. 2011; 100: 1405-15 
2. Hamosh M.  Bioactive Factors in Human Milk. Pediatr Clin North Am.            
2001; 48: 69-86 
3. American Academy of Pediatrics. Section of Breastfeeding. Breastfeeding 
and the use of Human Milk. Pediatrics. 2012; 129: e827-41. 
4. World Health Organization. The optimal duration of exclusive breastfeeding: 
report of an expert consultation. Available at 
www.who.int/nutrition/publications/optimal_duration_of_exc_bfeeding_report_ eng.pdf.  
Accessed December 12, 2011. 
5. Kramer MS, Kakuma R. Optimal duration of exclusive breastfeeding 
[review]. TheCochrane Library. January 21, 2009. Available at: 
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/14651858.CD003517/full.  
Accessed December 12, 2011.  
6. Comité español de Lactancia Materna de la Asociación Española de 





7. Pallás Alonso, CR. Promoción de la lactancia materna. Recomendación. En 
Recomendaciones PrevInfad / PAPPS [en línea]. Actualizado diciembre de 
2006. Disponible en http://www.aepap.org/previnfad/rec_lactancia.htm 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 134	  
8. Kramer MS, Chalmers B, Hodmett ED, Sevkovskaya Z, Dzikovich I,     
Shapiro S, et al. Promotion of Breastfeeding Intervention Trial (PROBIT). A 
Randomised Trial in Republic of Belarus. JAMA. 2001; 285: 413-15. 
9. Patel R, Oken E, Bogdanovich N, Matush L, Sevkoyskaya Z, Chalmers B, et 
al. Cohort profile: The promotion of breastfeeding intervention trial 
(PROBIT). Int J Epidemiol. 2014; 43: 679-907. 
10. Kramer MS, Aboud F, Mironova E, et al. Promotion of Breastfeeding 
Intervention Trial (PROBIT) Study Group. Breastfeeding and child cognitive 
development: new evidence from a large randomized trial. Arch Gen 
Psychiatry. 2008; 65: 578–84. 
11. Agostoni C, Braegger C, Decsi T, et al. Breast-feeding: a commentary by the 
ESPGHAN Committee on Nutrition. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2009; 49: 
112–25. 
12. WHO/UNICEF. Global strategy for infant and young child feeding. 
http://whqlibdoc.who.int/publications/2003/9241562218.pdf. Published 2003. 
Accessed September 5, 2013. 
13. Quigley MA, Henderson G, Anthony MY, McGuire W. Formula milk 
versus donor breast milk for feeding preterm or low birth weight infants 
Cochrane Database Syst Rev. 2007 Oct 17; (4): CD002971. 
 
 
14. ESPGHAN Committee on Nutrition, Arslanoglu S, Corpeleijn W, Moro G, 
Braegger C, Campoy C, Colomb V, et al. Donor human milk for preterm 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 135	  
infants: current evidence and research directions. J Pediatr Gastroenterol 
Nutr. 2013; 57: 535-42. 
15.  Schanler RJ, Lau C, Hurst NM, et al. Randomized trial of donor human 
milk versus preterm formula as substitutes for mothers’ own milk in the 
feeding of extremely premature infants. Pediatrics. 2005; 116: 400–6. 
16. Bode L. And Jantscher-Krenn E. Structure-Function Relationships of 
Human Milk Oligosaccharides. Adv Nutr. 2012;  3: 383S–391S. 
17. Hassiotou F, Geddes D and Hartmann PE. Cells in Human Milk: State of 
the Science. J Hum Lact. 2013; 29: 171-82. 
18. D’Alessandro, Scaloni A, Zolla L. Human milk proteins: an interactomics 
and updated functional overview. J Proteom Research. 2010; 9:3339-73. 
19.  Zhang Q 1, Cundiff JK, Maria SD, McMahon RJ, Woo JG, Barbara S, 
 et al. Quantitative Analysis of the Human Milk Whey Proteome Reveals 
Developing Milk and Mammary-Gland Functions across the First Year of 
Lactation.  Proteomes. 2013; 1:128-58. 
20. Nakamura T, Aizawa T, Kariya R, Okada S, Demura M, Kawano K, et al. 
Molecular mechanisms of the cytotoxicity of human α-lactalbumin made 
lethal to tumor cells (HAMLET) and other protein-oleic acid complexes.    
J Biom Chem. 2013; 288: 14408. 
21. Landers S, Updegrove K. Bacteriological screening of donor human milk 
before and after Holder pasteurization. Breastfeed Med. 2010; 5: 117–21. 
 
22. Wills ME, Han VE, Harris DA, Baum JD. Short-time low-temperature 
pasteurisation of human milk. Early Hum Dev. 1982; 7: 71-80. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 136	  
23. Lucas A, Roberts CD. Bacteriological quality control in human milk banking. 
British Medical Journal. 1979; 1: 80-2. 
24. Welsh JK, Arsenakis M, Coelen RJ, May JT. Effect of antiviral lipids, 
heat, and freezing on the activity of viruses in human milk. J Infect Dis. 
1979; 140: 322-28. 
25. Orloff SL, Wallingford JC, McDougal JS. Inactivation of human 
immunodeficiency virus type I in human milk: effects of intrinsic factors in 
human milk and of pasteurization. J Hum Lact. 1993; 9:13-7. 
26. Eglin RP, Wilkinson AR. HIV infection and pasteurization of breast milk. 
Lancet. 1987; 329: 1093. 
27. Hamprecht K, Maschamann J, Muller D, Dietz K, Besenthal I, Goelz R, et al. 
Cytomegalovirus (CMV) inactivation in breastmilk: reassessment of 
pasteurization and freeze-thawing. Pediatr Res. 2004; 56: 529–35. 
28. Donalisio M, Cagno V, Vallino M, Moro GE, Arslanoglu S, Tonetto P, et al. 
Inactivation of high-risk human papillomaviruses by Holder pasteurization: 
implications for donor human milk banking. J Perinat Med. 2014; 42: 1-8. 
29. Ferreira CS, Martinho PC, Amato Neto V, Cruz RR. Pasteurization of human 
milk to prevent transmission of Chagas disease. Rev Inst Med Trop Sao 




Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 137	  
30. Yamato K, Taguchi H, Yoshimoto S, Fujishita M, Yamashita M, Ohtsuki Y,  
et al. Inactivation of lymphocyte-transforming activity of Human T-cell 
Leukemia Virus Type 1 by heat. Jpn J Cancer Res. 1986; 77: 13–5. 
31. Lawrence RA. The collection and storage of human milk and human milk 
banking. In: Lawrence RA, Lawrence RM, editors. Breastfeeding.               
St. Louis: Mosby; 1999: 677–710. 
32. Tully DB, Jones F, Tully MR. Currents in human milk banking. Donor milk: 
what’s in it and what’s not. J Hum Lact. 2001; 17:152-5. 
33. Omarsdottir S, Casper C, Akerman A, et al. Breastmilk handling routines for 
preterm infants in Sweden: a national cross-sectional study. Breastfeed 
Med. 2008; 3:165–70. 
34. Bharadva K, Tiwari S, Mishra S, Mukhopadhyay, Yadav B, Agarwal Rk,       
et al. Human Milk Banking Guidelines. Indian Pediatr. 2014; 51: 469-74 
35. HMBANA. Guidelines for the Establishment and Operation of a Donor 
Human Milk Bank. Ft Worth, TX: Human Milk Banking Association of 
North America; 2013. 
36. Bonn S, Domellöf M, Ewald U, Lans S, Johnson M, Nilsson D, et al. 
Guidelines for use of human milk and milk handling in Sweden. Milknet, 
version 2.0, 2011.  
37. Arslanoglu S, Bertino E, Tonetto P, De Nisi G, Ambruzzi AM, Biasini A, et al. 
Guidelines for the establishment and operation of a donor human milk bank. 
J Matern Fetal Med. 2010; 23: 1–20. 
 
 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 138	  
38. Donor Breast Milk Banks: The Operation of Donor Milk Banks. NICE 
Clinical Guideline 93. London: National Institute for Health and Clinical 
Excellence; 2010. 
39. Frischknecht K, Walchli C, Annen V, Fuhrer T, Gianoli P, Stocker M. 
Recommandations pour la organization et le fonctionnement d’un banque de 
lait en Suisse. Paediatrica 2010; 21: 24-28. Disponible à 
www.neonet.ch/recommendations 
40. Hartmann BT, PangWW, Keil AD, Hartmann PE, Simmer K. Best practice 
guidelines for the operation of a donor human milk bank in an Australian 
NICU. Early Hum Dev. 2007; 83: 667–73. 
41. Gutiérrez D, de Almeida JA. Human milk banks in Brazil. J Hum Lact.1998; 
14: 333–5. 
42. Román SV, Díaz CA, López CM, Lozano GB, Hidalgo MV, Alonso CR. 
Setting up a donor milk bank within a neonatal unit. An Pediatr (Barc). 2009; 
71: 343-8.  
43. PATH. Strengthening Human Milk Banking: A Global Implementation 
Framework. Version 1. Seattle, Washington, USA: Bill & Melinda Gates 
Foundation Grand Challenges initiative, PATH; 2013. Disponible en : 
http://www.path.org/publications/files/MCHN_strengthen_hmb_frame_May2014.pdf 
44. García-Lara NR, García-Algar O, Pallás-Alonso CR. Human milk banks and 
breastfeeding.  An Pediatr (Barc). 2012; 76: 247-9.  
45. García-Algar O, Vall Combelles O, Puig Sola C, Mur Sierra A, Scaravelli G, 
Pacifici R, et al. Prenatal exposure to drugs of abuse using meconium 
analysis in a low socioeconomic population in Barcelona. An Pediatr (Barc). 
2009; 70: 145-52. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 139	  
46. Breastfeeding guidelines for substance using mothers. Western Australian 
Centre for Evidence Based Nursing & Midwifery 2007. 
47. AAP. Transfer of drugs and other chemicals into human milk. Pediatrics 
2001; 108:776-89. 
48. Escuder-Vieco D, García-Algar O,  Pichini S,  Pacifini R,  García-Lara NR 
and Pallás-Alonso CR. Validity of Self-Reported Use of Legal, Illegal Drugs 
and Caffeine by Donors to a Human Milk Bank. J Pediatr. 2014;164: 811-4. 
49. Hsiao CC, Tsai ML, Chen CC, Lin HC. Early optimal nutrition improves 
neurodevelopmental outcomes for very preterm infants. Nutr Rev. 2014;     
72: 532-40.  
50. Medoff-Cooper B, Ravishankar C. Nutrition and growth in congenital heart 
disease: a challenge in children. Curr Opin Cardiol. 2013; 28: 122-9.  
51. Lucas A, Gibbs JAH, Lyster RLJ, Baum JD. Creamatocrit:Simple clinical 
technique for estimating fat concentration and energy value of human milk.         
Br Med J. 1978; 1:1018-20. 
52.  Lemons JA, Schreiner RL, Greshman EL. Simple method fordetermining 
the caloric and fat content of human milk. Pediatrics. 1980; 66: 626-8. 
53. Hundrieser KE, Clark RM, Jensen RG, Ferris AM. A comparison of methods 
for determination of total lipids in human milk. Nutr Res. 1984; 4:21-6. 
54. Wang CD, Chu PS, Mellen BG, Shenai JP. Creamatocrit and the nutrient 




Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 140	  
55. O'Neill EF1, Radmacher PG, Sparks B, Adamkin DH. Creamatocrit analysis 
of human milk overestimates fat and energy content when compared to a 
human milk analyzer using mid-infrared spectroscopy. J Pediatr 
Gastroenterol Nutr. 2013; 56: 569-72. 
56. Rigourd V. Analyse chimique automatisée du lait maternel. Mid-infrared 
spectrometric analysis to evaluate nutricional content of human milk bank.        
Arch Pediatr. 2010; 17: 772-3. 
57. Menjo A, Mizuno K, Murase M, Nishida Y, Taki M, Itabashi K, et al. Bedside 
analysis of human milk for adjustable nutrition strategy. Acta Paediatr. 
2009; 98: 380-4. 
58. Corvaglia L, Battistini B, Paoletti V, Aceti A, Capretti MG, Faldella G.      
Near-infrared reflectance analysis to evaluate the nitrogen and fat content 
of human milk in neonatal intensive care units. Arch Dis Fetal Neonatal Ed. 
2008; 93: F372-5. 
59. Polberger S, Lönnerdal B .Simple and rapid macronutrient análisis of 
human milk for individualized fortification: basis for improved nutritional 
management of very-low-birth-weight infants? J Pediatr Gastroenterol Nutr. 
1993; 17: 283-90. 
60. Wojcik KY, Retchman DJ, Lee ML, Montoya A, Medo ET. Macronutrient 
Analysis of a Nationwide Sample of Donor Breast Milk. J Am Diet Assoc. 
2009; 109: 137-40. 
61. Casadio YS, Williams TM, Lai CT, Olsson SE, Hepworth AR, Hartmann PE. 
Evaluation of a Mid-Infrared Analyzer for the Determination of the 
Macronutrient Composition of Human Milk. J Hum Lact. 2010; 26: 376-93. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 141	  
62. Jensen RG. Determinants of milk volume and composition. In: Jensen RG, 
ed. Handbook of Milk Composition. San Diego: Academic Press; 1995: 
237–71. 
63. Fusch G, Rochow N, Choi A, Fusch S, Poeschl S, Ubah AO, et al. Rapid 
measurement of macronutrients in breast milk: how reliable are infrared milk 
analysers? Clin Nutr 2014 May 17. doi: 10.1016/j.clnu.2014.05.005.         
[Epub ahead of print]. 
64. Negri LM. El pH y la acidez de la leche.  Manual de Referencias técnicas 
para el logro de leche de calidad. INTA (Instituto Nacional de Tecnología 
Agropecuaria de Argentina); 2005: 155-61.  
65. Da Silva DA. Ensaios de Proficiência para bancos de leite humano 
formulaçao e avaliaçao de uma proposta para a rede brasileira de bancos 
de leite humano.  Tese doctoral. Rio de Janeiro 2009. Fundaçao Oswaldo 
Cruz, Brasil.  
66. Vázquez-Román S, Garcia-Lara NR, Escuder-Vieco D, Chaves-Sánchez F, 
De la Cruz-Bértolo J, Pallás-Alonso CR. Determination of Dornic Acidity as 
a Method to Select Donor Milk in a Milk Bank. Breastfeed Med. 2013,          
8: 99-104. 
67. Luzeau R, Barrois V, Odièvre M. Acides gras non esterifiés et acidité 
titrable du lait maternel. Consequence de la collecte pour les lactariums. 
Arch Fr Pediatr. 1983; 40: 449-51. 
68. Novak FR, Cordeiro DM. The Correlation Between Aerobic Mesophilic 
Microorganism Counts and Dornic Acidity in Expressed Human Milk.                     
J Pediatr (Rio J). 2007; 83: 87-91. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 142	  
69. Erickson T, Gill G, Chan GM. The effects of acidification on human milk’s 
cellular and nutritional content. J Perinatol 2012; 33: 371-3. 
70. Hamosh M , A LE, Pollock DR, Henderson T R, Hamosh P. Breastfeeding 
and the Working Mother: Effect of Time and Temperature of Short-term 
Storage on Proteolysis, Lipolysis, and Bacterial Growth in Milk. Pediatrics. 
1996; 97: 492-8. 
71. Slutzah M, Codipilly CN, Potac D, Clark RM and Schanler RJ. Refrigerator 
storage on expressed Human Milk in the Neonatal Intensive Care Unit.        
J Pediatr. 2010; 156: 26-8  
72. Ogundele M O. Techniques for the storage of human breast milk: 
implications for anti-microbial functions and safety of stored milk.                
Eur J Pediatr. 2000; 159: 793-7 
73. Igumbor EO, Mukura RD, Makandiramba B, Chihota V. Storage of breast 
milk: effect of temperature and storage duration on microbial growth.        
Cent Afr J Med. 2000; 46: 247-51. 
74. Pardou A, Serruys E, Marcart-Lemone F, Dramaiz M, Vis HL. Human Milk 
Banking: influence of storage processes and of bacterial contamination on 
some milk constituents. Biol Neonate. 1994; 65: 302-9. 
75. Silvestre D, López, MC, March L, Plaza A, Martínez-Costa C. Bactericidal 
activity of human milk: stability during storage. Br J Biomed Sci. 2006;       
63: 59-62.  
76. Pittard WB, Bill K. Human milk banking. Effect of refrigeration on cellular 
components. Clin Pediatr. 1981; 20: 31-3. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 143	  
77. Bertino E, Giribaldi M, Baro C, Giancotti V, Pazzi M, Peila C, et al. Effect of 
prolonged refrigeration on the lipid profile, lipase activity, and oxidative 
status of human milk. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2013; 56: 390-6. 
78. Miranda M, Gormaz M,  Romero FJ, Silvestre D. Estabilidad de la 
capacidad antioxidante y pH en leche humana refrigerada durante 72 
horas: estudio longitudinal. Nutr Hosp. 2011; 26: 722-8. 
79. Silvestre D, Ferrer E ,  Gayà J, Jareño E, Miranda M, Muriach M, et al. 
Available lysine content in human milk: Stability during manipulation prior to 
ingestion. Biofactors.  2006; 26: 71–9. 
80. Silvestre D, Miranda M, Muriach M, et al. Frozen breast milk at –20 degrees 
C and –80 degrees C: A longitudinal study of glutathione peroxidase activity 
and malondialdehyde concentration. J Hum Lact. 2010; 26: 35–41. 
81. Morera Pons S, Castellote Bargalló AI, López Sabater MC. Evaluation by 
high-performance liquid chromatography of the hydrolysis of human milk 
triacylglycerides during storage at low temperatures. J Chromatogr A. 1998;  
823: 467-74. 
82. Salcedo J, Gormaz M, López-Mendoza MC, Nogarotto E, Silvestre D. 
Human Milk Bactericidal Properties: Effect of Lyophilization and Relation to 
Maternal Factors And Milk Components. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2014 
Nov 17. [Epub ahead of print]. DOI: 10.1097/MPG.0000000000000641. 
83. Lozano B, Castellote A, Montes R, López-Sabater MC .Vitamins, fatty 
acids, and antioxidant capacity stability during storage of freeze-dried 
human milk. Int J Food Sci Nutr. 2014; 65: 703-7 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 144	  
84. Carbonare SB, Palmeira P, Silva ML, Carneiro-Sampaio MM. Effect of 
microwave radiation, pasteurization and lyophilization on the ability of 
human milk to inhibit Escherichia coli adherence to HEp-2 cells.                    
J Diarrhoeal Dis Res. 1996; 14: 90-4. 
85. Curtis N, Chau L, Garland S, Tabrizi S, Alexander R, Morley CJ. 
Cytomegalovirus remains viable in naturally infected breast milk despite 
being frozen for 10 days. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed. 2005;                 
90: F529-30. 
86. Maschmann J, Hamprecht K, Weissbrich B, Dietz K, Jahn G, Speer CP. 
Freeze-thawing of breast milk does not prevent cytomegalovirus 
transmission to a preterm infant. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed. 2006; 
91: F288-90. 
87. Welsh JK, Arsenakis M, Coelen RJ, May JT. Effect of antiviral lipids, heat, 
and freezing on the activity of viruses in human milk. J Infect Dis. 1979; 
140: 322-8 
88. Ando Y, Ekuni Y, Matsumoto Y, Nakano S, Saito K, Kakimoto K, et al. 
Long-term serological outcome of infants who received frozen-thawed milk 
from human T-lymphotropic virus type-I positive mothers.                         
Obstet Gynaecol Res 2004; 30: 436-8. 
89. Liebhaber M, Lewiston NJ, Asquith MT, Olds-Arroyo L, Sunshine P. 
Alterations of lymphocytes and of antibody content of human milk after 
processing. J Pediatr. 1977; 91: 897-900. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 145	  
90. Lawrence RA. Storage of human milk and the influence of procedures on 
immunological components of human milk. Acta Paediatr Suppl. 1999;     
88: 14-8. 
91. Akinbi H, Meinzen-Derr J, Auer C, Ma Y, Pullum D, Kusano R, et al. 
Alterations in the Host Defense Properties of Human Milk Following 
Prolonged Storage or Pasteurization. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2010; 
51: 347–52.  
92. Lavine M1, Clark RM. Changing patterns of free fatty acids in breast milk 
during storage. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 1987; 6: 769-74. 
93. Berkow SE, Freed LM, Hamosh M, Bitman J, Wood DL, Happ B, et al. 
Lipases and lipids in human milk: Effect of freeze-thawing and storage. 
Pediatr Res. 1984; 18: 1257–62. 
94. Wardell JM, Hill CM, D’Souza SW. Effect of pasteurization and of freezing 
and thawing human milk on its triglyceride content. Acta Paediatr Scand. 
1981; 70: 467–71. 
95. Friend BA, Shahani KM, Long CA, et al. The effect of processing and 
storage on key enzymes, B vitamins, and lipids of mature human milk. I. 
Evaluation of fresh samples and effects of freezing and frozen storage.         
Pediatr Res. 1983; 17: 61–4. 
96. Silprasert A, Dejsarai W, Keawvichit R, et al. Effect of storage on the 
creamatocrit and total energy content of human milk. Hum Nutr Clin Nutr. 
1987; 41: 31–6. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 146	  
97. Bitman J, Wood DL, Mehta NR, Hamosh P, Hamosh M. Lipolysis of 
triglycerides of human milk during storage at low temperatures: a note of 
caution. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 1983; 2: 521–4. 
98. Ovesen L, Jakobsen J, Leth T, Reinholdt, J. The effect of microwave 
heating on vitamins B1 and E, and linoleic and linolenic acids, and 
immunoglobulins in human milk. Int J Food Sci Nutr. 1996; 47: 427-36. 
99. Quan R, Yang C, Rubinstein S, Lewiston NJ, Sunshine P, Stevenson DK,et 
al. Effects of Microwave Radiation on Anti-infective Factors in Human Milk. 
Pediatrics. 1992; 89: 667-9. 
100. Sigman M, Burke KI, Swarner OW, Shavlik GW. Effects of microwaving 
human milk: changes in IgA content and bacterial count. J Am Diet Assoc. 
1989; 89: 690–2. 
101. Bertino E. Effects of Holder pasteurization on human milk 
oligosaccharides. Int J Immunopath Ph. 2008; 21: 381–5. 
102. Henderson TR. Effect of pasteurization on long chain polyunsaturated 
fatty acid levels and enzyme activities of human milk. J Pediatr. 1998;      
132: 876. 
103. Goelz R, Hihn E, Hamprecht K, Dietz K, Jahn G, Poets C, et al. Effects of 
different CMV-heat-inactivation-methods on growth factors in human breast 
milk. Pediatr Res. 2009; 65:458–61. 
104. Fidler N, Sauerwald TU, Koletzko B, Demmelmair H. Effects of human 
milk pasteurization and sterilization on available fat content and fatty acid 
composition. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 1998; 27: 317-22. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 147	  
105. Lönnerdal B. Bioactive proteins in human milk: mechanisms of action.      
J Pediatr. 2010; 156: S26-30. 
106. Baro C, Giribaldi M, Arslanoglu S, Giuffrida MG, Dellavalle G, Conti A, et 
al. Effect of two pasteurization methods on the protein content of human 
milk. Front Biosci (Elite Ed). 2011; 3: 818-29.  
107. Vieira AA, Soares FV, Pimenta HP, Abranches AD, Moreira ME. Analysis 
of the influence of pasteurization, freezing/thawing, and offer processes on 
human milk's macronutrient concentrations. Early Hum Dev. 2011;            
87: 577-80. 
108. Koening A, De Albuquerque Diniz EM, Barbosa SF, Vaz FA. 
Immunologic factors in human milk: the effect of gestational age and 
pasteurization. J Hum Lact. 2005; 21: 439-43. 
109. Ewaschuk JB, Unger S, O'Connor DL, Stone D, Harvey S, Clandinin MT, 
et al. Effect of pasteurization on selected immune components of donated 
human breast milk. J Perinatol. 2011; 31: 1-6. 
110. Untalan PB, Keeney SE, Palkowetz KH, Rivera A, Goldman AS. Heat 
susceptibility of interleukin-10 and other cytokines in donor human milk. 
Breastfeed Med. 2009; 4:137-44.     
111. Ley SH, Hanley AJ, Stone D, O'Connor DL. Effects of pasteurization on 
adiponectin and insulin concentrations in donor human milk. Pediatr Res. 
2011; 70: 278-81. 
112. Stocks RJ, Davies DP, Allen F, Sewell D. Loss of breast milk nutrients 
during tube feeding. Arch Dis Child. 1985; 60: 164-6. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 148	  
113. Greer FR, McCormick A, Loker J. Changes in fat concentration of human 
milk during delivery by intermittent bolus and continuous mechanical pump 
infusion. J Pediatr. 1984; 105: 745-9. 
114. Rogers SP , Hicks PD,  Hamzo M, Veit LE, Abrams SA. Continuous 
Feedings of Fortified Human Milk Lead to Nutrient Losses of Fat, Calcium 
and Phosphorous. Nutrients. 2010; 2: 230-40. 
115. Naranayan I, Singh B, Harvey D. Fat loss during feeding of human milk. 
Arch Dis Child. 1984; 59: 475-7. 
116. Tacken KJM, Vogelsang A, Van Lingen RA, Slootstra J, Dikkeschei BD, 
van Zoeren-Grobben D. Loss of triglycerides and carotenoids in Human 
Milk after processing. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed. 2009; 94: F447-50. 
117. Martínez FE, Desai ID, Davidson AGF, Nakai S, Radcliffe A. Ultrasonic 
homogenization of expressed HM to prevent fat loss during tube feeding.      
J Ped Gastroenterol Nutr. 1987; 6: 593-7. 
118. Premji SS, Lorraine Chessell L. Continuous nasogastric milk feeding 
versus intermittent bolus milk feeding for premature infants less than 1500 
grams. Cochrane Database Syst Rev. 2011 Nov 9 (11): CD001819. 
119. Brooke OG, Barley J.  Loss of energy during continuous infusions of 
breast milk. Arch Dis Child. 1978; 53: 344-5. 
120. Takahashi, K Mizuno K, Itabashi K. The Freeze–Thaw Process and Long 
Intervals after Fortification Denature Human Milk Fat Globules.                  
Am J Perinatol 2012; 29: 283–8. 
121. Arnold LD, Borman LL. What are the characteristics of the ideal human 
milk donor? J Hum Lact 1996; 12: 143–5. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 149	  
122. Azema E, Callahan S. Breastmilk donors in France: a portrait of the 
typical donor and the utility of milk banking in the French breastfeeding 
context. J Hum Lact. 2003; 19: 199–202. 
123. Osbaldiston R, Mingle LA. Characterization of human milk donors.            
J Hum Lact. 2007; 23: 350–7. 
124. De Alencar LC, Seidl EM. Breast milk donation and social support: 
reports of women donors. Rev Lat Am Enfermagem. 2010; 18: 381–9. 
125. Eda LC, EM FS. Breast milk donation: women's donor experience.      
Rev Saude Publica. 2009; 43: 1–7. 
126. Pimenteira Thomaz AC, Maia Loureiro LV, Da Silva Oliveira T,           
Furtado Montenegro NC, Dantas Almeida Júnior E, Fernando Rodrigues 
Soriano C, et al. The human milk donation experience: motives, influencing 
factors, and regular donation. J Hum Lact. 2008; 24: 69–76. 
127. García-Lara NR, Escuder-Vieco D, García-Algar O, De la Cruz J, Lora D, 
Pallás-Alonso C. Effect of freezing time on macronutrients and energy 
content of breastmilk. Breastfeed Med. 2012; 7: 295–301. 
128. García Lara N R, Escuder Vieco D, De la Cruz Bértolo J, Lora Pablos D, 
Ureta Velasco N, Pallás Alonso CR. Effect of Holder pasteurization and 
frozen storage on macronutrients and caloric content of breast milk.            
J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2013; 57: 377-82. 
129. García-Lara NR, Escuder-Vieco D, Alonso-Díaz C, Vázquez-Román S, 
De la Cruz Bértolo J, Pallás-Alonso CR. Type of Homogenization and Fat 
Loss during Continuous Infusion of Human Milk. J Hum Lact. 2014;          
30: 436-41. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 150	  
130. Silprasert A, Deisarai W, Keawvichit R, Amatayakul K. Effect of storage 
on the creamatocrit and total energy content of human milk.                         
Hum Nutr Clin Nutr. 1987; 41: 31-6. 
131. Miranda M, Muriach M, Almansa I, et al. Oxidative status of human milk 
and its variations during cold storage. Biofactors. 2004; 20: 129–37. 
132. Buss IH, McGill F, Darlow BA, Winterbourn CC. Vitamin C is reduced in 
human milk after storage. Acta Paediatr. 2001; 90: 813–5. 
133. Bank MR, Kirksey A, West K, Giacola G. Effect of storage time and 
temperature on folacin and vitamin C levels in term and preterm human 
milk. Am J Clin Nutr. 1985; 41: 235–42. 
134. Van Zoeren-Grobben D, Moison RM, Ester WM, Berger HM. Lipid 
peroxidation in human milk and infant formula: Effect of storage storage, 
tube feeding and exposure to phototherapy. Acta Paediatr. 1993;               
82: 645–9. 
135. Hanna N, Ahmed K, Anwar M, Petrova A, Hiatt M, Hegyi T. Effect of 
storage on breast milk antioxidant activity. Arch Dis Child Fetal Neonatal 
Ed. 2004; 89: F518–20. 
136. Jensen RG, Clark RM. Methods of lipid analysis. J Pediatr Gastroenterol 
Nutr. 1984; 3: 296–9. 
137. Mitoulas LR, Kent JC, Cox DB, Owens RA, Sherriff JL, Hartmann PE. 
Variation in fat, lactose and protein in human milk over 24h and throughout 
the first year of lactation. Br J Nutr. 2002; 88: 29–37. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 151	  
138.  Saarela T, Kokkonen J, Koivisto M. Macronutrient and energy contents 
of human milk fractions during the first six months of lactation.                  
Acta Paediatr. 2005; 94: 1176–81. 
139. Hernandez J, Lemons P, Lemons J, Todd J. Effect of storage processes 
on the bacterial growth-inhibiting activity of human breast milk. Pediatrics. 
1979; 63: 597–601. 
140. Turoli D, Testolin G, Zanini R, Bellù R. Determination of oxidative status 
in breast and formula milk. Acta Paediatr. 2004; 93: 1569–74. 
141. Moro GE, Arslanoglu S. Human treatment of human milk.                        
J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2012; 54: 165–6. 
142. Czank C, Prime DK, Hartmann B, Simmer K, Hartmann PE. Retention of 
the immunological proteins of pasteurised human milk in relation to 
pasteurization design and practice. Pediatr Res. 2009; 66: 374–9. 
143. Koenig A, Diniz EM, Correia SF, Vaz FA. Immunologic factors in 
humanmilk: the effect of gestational age and pasteurization. J Hum Lact. 
2005; 21: 439–43. 
144. Ezaki S, Ito T, Suzuki K, Tamura M. Association between total 
antioxidant capacity in breast milk and postnatal age in days in premature 
infants. J Clin Biochem Nutr. 2008; 42: 133–7. 
145. Takci S, Gulmez D, Yigit S, Dogan O, Dik K, Hascelik G. Effects of 
freezing on the bactericidal activity of human milk. J Pediatr Gastroenterol 
Nutr. 2012; 55: 146–9. 
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 152	  
146. Christen L, Tat Lai C, Hartmann PE. Ultrasonication and the quality of 
human milk: variation of power and time of exposure. J Dairy Res. 2012; 79: 
361–6. 
147. Fildler N, Sauerwald TU, Demmelmair H, Koletzko B. Fat content and 
fatty acid composition on fresh, pasteurised or sterilized human milk.        
Adv Exp Med Biol. 2001; 501: 485–95. 
148. Silvestre D, Miranda M, Muriach M, Almansa I, Jareño E, Romero FJ. 
Antioxidant capacity of human milk: effect of thermal conditions for the 
pasteurization. Acta Paediatr. 2008; 97: 1070–4. 
149. Elisia I, Kitts D. Quantification of hexanal as an index of lipid oxidation in 
human milk and association with antioxidant components. J Clin Biochem 
Nutr. 2011; 49: 147–52. 
150. Spitzer J, Buettner A. Characterization of aroma changes in human milk 
during storage at -80ºC. Food Chem. 2010; 120: 240–6. 
151. Chan M, Nohara M, Chan B, Curtis J, Chan GM. Lecithin decreases 
human milk fat loss during enteral pumping. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 
2003; 36: 613–5. 
152. Martínez FE, Desai ID, Davidson AGF, S Nakai S, Desai ID, Radcliffe A. 
Effects of ultrasonic homogenization of human milk on lypolisis, IgA, IgG, 







Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 




8.1 Otras publicaciones en los que ha colaborado la autora de 
la tesis relacionados con la temática de la misma  
 
1. Escuder-Vieco D, Garcia-Algar O,  Pichini S,  Pacifini R,  García-Lara NR 
and Pallás-Alonso CR. Validity of Self-Reported Use of Legal, Illegal Drugs 
and Caffeine by Donors to a Human Milk Bank. J Pediatr. 2014;164: 811-4 
2. Sierra-Colomina G, García-Lara NR, Escuder-Vieco D, Alonso-Díaz C, 
Esteban EM, Pallás-Alonso CR. Donor milk volume and characteristics of 
donors and their children. Early Hum Dev. 2014 May; 90: 209-12.  
3. Vázquez-Román S1, Alonso-Díaz C, García-Lara NR, Escuder-Vieco D, 
Pallás-Alonso CR. Effect of freezing on the "creamatocrit" measurement of 
the lipid content of human donor milk. An Pediatr (Barc). 2014 ;8: 185-8. 
4. Vázquez-Román S, García-Lara NR, Escuder-Vieco D,                      
Chaves-Sánchez F , De la Cruz-Bértolo, Pallás-Alonso C.R. Determination 
of Dornic acidity as a method to select donor milk in a milk bank. Breastfeed 
Med. 2013; 8: 99-104. 
5. Sierra-Colomina G, García Lara NR; Escuder Vieco D, Vázquez Román S,  
Cabañes Alonso E, Pallás Alonso CR. Characteristics of donors of a human 




Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 154	  
 
8.2  Permisos revistas científicas para la inclusión de artículos 
originales en esta tesis 
 
Permiso de la Primera Publicación (P1) 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 155	  
	  	  	  	  
Permiso de la Segunda Publicación (P2) 	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 156	  
	  	  	  























Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 157	  
 
8.3 Memoria de solicitud del proyecto de investigación                      
en salud FIS 09/00040 
 
	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 158	  
	  
	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 




Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 160	  
	  	  	  	  	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 161	  
	  
	  	  	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 162	  
	  	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 163	  
	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 164	  
	  	  	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 165	  
	  	  	  	  	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 166	  
	  	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 167	  
	  
	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 











































Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
 169	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8.5 Consentimiento informado del proyecto FIS 09/00040 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
CONSENTIMIENTO	   INFORMADO	   PARA	   MUJERES	   DONANTE	   DE	   LECHE:	  
DONACIÓN	  DE	  LECHE	  PARA	  INVESTIGACIÓN	  Agradecemos	  muy	  sinceramente	   su	   interés	  por	   ser	  donante	  de	   leche.	  La	  donación	  es	  un	  acto	   voluntario	   y	   altruista	   que	  beneficia	   enormemente	   a	   los	   niños	   hospitalizados	   que	   la	  reciben	  y	  no	  tiene	  ningún	  riesgo	  para	  usted	  ni	  para	  su	  hijo.	  El	  personal	  del	  Banco	  de	  Leche	  está	  a	  su	  disposición	  para	  resolver	  las	  dudas	  que	  quiera	  plantearnos. Si	   usted	   está	   de	   acuerdo,	   pequeñas	   cantidades	   de	   su	   leche	   (menos	   del	   1%)	   podrán	   ser	  utilizadas	   para	   los	   proyectos	   de	   investigación	   en	   curso,	   dentro	   de	   una	   línea	   de	  investigación	   general:	   “Estudio	   de	   los	   factores	   que	   influyen	   en	   el	   mantenimiento	   de	   la	  
calidad	   de	   la	   leche	   humana	   durante	   su	   procesamiento	   en	   el	   Banco	   de	   Leche	   y	   su	  
administración	   a	   receptores”	   dirigida	   por	   la	   Dra.	   Carmen	   Rosa	   Pallás	   Alonso,	   Jefe	   de	  Servicio	   de	   Neonatología,	   que	   tiene	   como	   objetivo	   proporcionar	   información	   relevante	  sobre	   el	   impacto	   de	   las	   técnicas	   de	   procesamiento	   de	   la	   leche	   donada	   (congelación	   –	  descongelación,	   pasteurización,	   homogenización,	  métodos	   de	   administración)	   y	   sobre	   la	  mejor	   manera	   de	   conservar	   la	   cualidades	   nutricionales,	   inmunológicas,	   hormonales,	  microbiológicas	   y	   biológicas	   en	   general	   de	   la	   leche	   que	   usted	   dona.	   	   Su	   leche	   no	   será	  utilizada	   para	   ningún	   otro	   fin	   	   ni	   para	   otro	   tipo	   de	   estudios	   (por	   ejemplo	   estudios	  genéticos	   de	   la	   donante	   o	   estudios	   de	   contenido	   de	   tóxicos	   en	   la	   leche)	   sin	   su	  consentimiento	  previo.	  Algunas	  muestras	   serán	   remitidas	   a	  otro	   centro	  que	   colabora	  en	  los	  proyectos	  y	  que	  quedan	  comprometidos	  por	  este	  consentimiento,	  el	  	  Departamento	  de	  Nutrición,	  Bromatología	  y	  Tecnología	  de	  los	  Alimentos	  de	  la	  Facultad	  de	  Veterinaria	  de	  la	  Universidad	  Complutense	  de	  Madrid,	  que	  dirige	  el	  profesor	  Juan	  Miguel	  Rodríguez.	  Obviamente	  la	  leche	  utilizada	  para	  los	  estudios	  ya	  no	  se	  administrará	  a	  receptores	  y	  tras	  la	  utilización	  en	  los	  estudios	  será	  eliminada.	  No	  se	  conservarán	  muestras	  a	  largo	  plazo	  para	  utilización	  posterior	  en	  otros	  estudios	  de	  investigación.	  	  Los	   datos	   facilitados	   por	   usted	   serán	   recogidos	   y	   tratados	   de	   forma	   confidencial,	   en	   un	  Fichero	  Automatizado	  cuyo	  responsable	  es	  el	  Banco	  de	  Leche	  del	  Hospital	  12	  de	  Octubre.	  Usted	   podrá	   ejercer	   sus	   derechos	   de	   acuerdo	   con	   la	   Ley	   Orgánica	   15/1999,	   de	   13	   de	  diciembre,	   sobre	   la	   Protección	   de	   Datos	   de	   carácter	   Personal	   y	   su	   uso	   informático,	  mediante	  solicitud	  escrita	  y	  firmada	  al	  responsable	  del	  estudio.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Cambio en la composición de la leche materna secundario a la conservación en frío, 
pasteurización y administración. 
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DECLARACIONES	  Y	  FIRMAS	  
Declaro que:	  -­‐	  He	  leído	  el	  documento	  de	  consentimiento	  informado.	  He	  podido	  plantear	  mis	  dudas	  a	  los	  profesionales	  del	  Banco	  de	  Leche	  y	  he	  comprendido	  toda	  la	  información	  sobre	  la	  donación	  altruista	  de	  leche.	  	   	   	  	  	   	   	   	  	  -­‐	  Acepto	  que	  pequeñas	  cantidades	  de	  mi	  leche	  se	  utilicen	  de	  forma	  confidencial	  en	  la	  línea	  de	  investigación:	  “Estudio	  de	  los	  factores	  que	  influyen	  en	  el	  mantenimiento	  de	  la	  calidad	  de	  la	  leche	  humana	  durante	  su	  procesamiento	  en	  el	  Banco	  de	  Leche	  y	  su	  administración	  a	  receptores”	  dirigida	  por	  la	  Dra.	  Carmen	  Rosa	  Pallás	  Alonso,	  Jefe	  de	  Servicio	  de	  Neonatología.	  	  -­‐	  Quedan	  excluidos	  de	  este	  consentimiento	  los	  estudios	  genéticos	  de	  las	  células	  de	  la	  leche	  y	  los	  estudios	  sobre	  presencia	  de	  fármacos	  o	  drogas	  de	  consumo.	  	  Fecha:	  ____	  /____	  /____	   Firma	  de	  la	  donante	  	  	  	  	  	  DNI	  	  _______________	  	  	  
Nombre	  y	  apellidos	  de	  la	  donante	  ______________________________________________________________________	  	  Nombre	  y	  firma	  del	  profesional	  que	  informa:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
DENEGACION	  /	  REVOCACIÓN	  DE	  CONSENTIMIENTO	  	  
	  Después	  de	  ser	  informado	  de	  la	  naturaleza	  y	  riesgos	  del	  procedimiento	  propuesto,	  manifiesto	  de	  forma	  libre	  y	  consciente	  mi	  DENEGACION	  /	  REVOCACIÓN	  DE	  
CONSENTIMIENTO	  para	  que	  pequeñas	  cantidades	  de	  mi	  leche	  se	  utilicen	  en	  la	  línea	  de	  investigación:	  “Estudio	  de	  los	  factores	  que	  influyen	  en	  el	  mantenimiento	  de	  la	  calidad	  de	  la	  leche	  humana	  durante	  su	  procesamiento	  en	  el	  Banco	  de	  Leche	  y	  su	  administración	  a	  receptores”	   	  Fecha:	  ____	  /____	  /____	   Firma	  de	  la	  donante	  	  	  	  	  	  DNI	  	  _______________	  	  
Nombre	  y	  apellidos	  de	  la	  donante:	  _______________________________________________________DNI____________	  Nombre	  y	  firma	  del	  profesional	  que	  informa:	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Ejemplar	  para	  el	  centro	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
